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Resumen

Cada afio, millones de personas en todo el mundo desarrollan enfermedades agudas respiratorias
causadas por los virus de Influenza A y B. Ambos virus son los responsables de las epidemias
estacionales causando morbilidad y mortalidad severas en todo el mundo (Nelson and Holmes
2007; Taubenberger and Morens 2008).

La enfermedad que es causada por los virus de Influenza B (VIB) se ve eclipsada por las
epidemias estacionales y los brotes pandémicos causados por el virus de Influenza A (VIA). Sin
embargo, estudios recientes sugieren que se subestima la contribucion por parte del tipo B a la
estacionalidad observada para el virus Influenza observando que pueden llegar a tener tasas de
mortalidad comparables con el tipo A en algunas epidemias (McCullers and Hayden 2012;
Paddock et al. 2012; Caini et al. 2017).

Mientras que los brotes anuales de Influenza en la poblacién humana inducen la generacion de
anticuerpos neutralizantes contra la Hemaglutinina (HA) y en menor medida contra la
Neuraminidasa (NA) de las cepas circulantes, nuevas cepas surgen constantemente en un
proceso denominado deriva antigénica. Este fendmeno presenta un desafio a la salud publica
debido a la necesidad de ajustar la composicion de la vacuna estacional cada afio para
proporcionar proteccion contra las variantes antigénicas circulantes (York et al. 2019).

La prediccion de la dinAmica de los linajes del VIB para la proxima estacion es uno de los mayores
obst4culos para el disefio de una apropiada vacuna trivalente por lo que es de gran importancia la
seleccion del linaje correcto para obtener una alta eficacia vacunal (Nyirenda et al. 2016). A pesar
del namero limitado de linajes de este virus, la gran diversidad genética dentro de los linajes y la
antigenicidad cambiante con el tiempo especialmente para el linaje B/Victoria hace dificil la
prediccion de cudl serd el linaje dominante (Vijaykrishna et al. 2015; Nyirenda et al. 2016).
Aungue la vacuna cuadrivalente incluye ambos linajes del VIB (B/Yamagata y B/Victoria), la
vigilancia y la seleccion de cada cepa vacunal siguen siendo necesarias debido a que las vacunas
trivalentes son las mas utilizadas en todo el mundo y ademas la rentabilidad de las vacunas
cuadrivalentes esta bajo debate (Mosterin Hopping et al. 2016).

A la fecha hay pocos datos publicados sobre la circulacion de los VIB en Latino América (Palekar
et al. 2019).

Para el presente estudio se utilizaron datos de la vigilancia virolégica y epidemioldgica que se
realizé en Uruguay durante el periodo 2012 a 2019. Estos datos se obtuvieron de pacientes con
enfermedades similares a la Influenza (ETI) o de pacientes con enfermedad aguda respiratoria
grave (IRAG). Se determinaron las relaciones filogenéticas entre las cepas circulantes de VIB en
Uruguay y cepas de la region asi como el andlisis filogenético de secuencias de HA y de la NA
junto con las cepas vacunales utilizadas para el hemisferio sur en dicho periodo. El analisis
filogenético revela que en nuestro pais co-circularon los dos linajes del VIB en casi todas las
temporadas y evidencia que no hubo coincidencia de la cepa vacunal con las cepas circulantes en
un tercio de las temporadas estudiadas. Los resultados epidemiolégicos muestran que la
proporcién del VIB encontrada en pacientes con ETI considerando todas las franjas etarias fue
significativamente mayor que los observados en los pacientes IRAG (9.7% y 3.2%
respectivamente). Por otro lado, se observd que los pacientes entre 5 y 14 afios fueron el grupo
mas afectado por infecciones con el VIB (p < 0.05) y que pacientes mayores a 25 afios fueron
particularmente vulnerables a infecciones con el linaje B/Yamagata.
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1. Clasificaciéon y nomenclatura

La familia Orthomyxoviridae estd compuesta por virus envueltos de ARN segmentados y de
sentido negativo. Tres géneros pertenecientes a esta familia denominados Influenza A, B y C,
infectan a humanos. Entre los tres tipos de influenza, el tipo A es el que causa mayores
inconvenientes a la salud publica debido a su capacidad de generar no solo epidemias
estacionales sino también pandemias originadas por infecciones zoonoticas (Taubenberger and
Kash 2010; Hayward et al. 2014). El virus de Inflluenza B (VIB) aun no se ha asociado con
pandemias pero causa epidemias estacionales y es responsable de aproximadamente el 25% de
las infecciones humanas causadas por la influenza estacional (Paul Glezen et al. 2013). En
conjunto, las epidemias estacionales de VIA y VIB pueden causar hasta 5 millones de infecciones
y provocar 500.000 muertes anuales (Glezen 2008). El virus tipo C (VIC) generalmente causa
enfermedades respiratorias leves (Joosting et al. 1968) y en contraste con los otros dos anteriores
no se incluye en la composicion de la vacuna estacional contra la gripe.

Los virus Influenza A, B y C son clasificados de acuerdo a su capacidad de reaccion seroldgica de
sus proteinas internas: Nucleoproteina (NP) y Matriz (M) (Wright, P 2007). Los virus de influenza B
(VIB) no se dividen en subtipos. Actualmente, los VIB que circulan pertenecen a dos linajes que
son genética y antigénicamente diferentes y son referidos como B/Yamagata o B/Victoria (Rota et
al. 1990; Kanegae et al. 1990; Shaw et al. 2002). Cada uno de estos dos linajes logra el
predominio en diferentes momentos y en diferentes regiones geogréaficas como lo indican las
recomendaciones para su inclusién en vacunas contra la gripe (Shaw et al. 2002).

El sistema de nomenclatura para los virus Influenza fue aceptado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) en 1979 y publicado en febrero de 1980. Este sistema requiere que se describa el
tipo de virus, el sitio geogréfico del aislamiento, nimero de cepa y el afio de aislamiento. Por
ejemplo, B/Brisbane/60/2008 (WHO, Memorandum 1980)

2. Morfologiay estructura del virus

Por microscopia electrénica se observa que las particulas virales pueden ser de forma esférica
con diametros de 100 nm o de forma filamentosa con longitudes mayores a 300 nm (Bouvier and
Palese 2008). Sin embargo, al realizar pasajes en células MDCK o en huevos embrionados las
formas filamentosas generalmente se pierden (Seladi-Schulman et al. 2013). (Figura 1).

Por debajo de la membrana viral y cubriendo toda la superficie del viribn se encuentra la proteina
de matriz (M1) que rodea a todo el nucleo viral. Interno a la M1 se encuentra la proteina de
exportacion nuclear (NEP por sus siglas en inglés “nuclear export protein” también llamada NS2
por sus siglas en inglés “non-structural protein 2”) (Palese, P.S. 2007; Bouvier and Palese 2008;
Resa-Infante et al. 2011).



Figura 1. Viriones de influenza purificados y visualizados por microscopia electronica con tincidon negativa. Los
viriones esféricos de aproximadamente 120 nm de didmetro estan cubiertos por espiculas compuestas de
Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA). Bar; 100 nm. Tomado de (Noda and Kawaoka 2010).

La envuelta lipidica de estas particulas virales deriva de la célula hospedadora e insertas en dicha
membrana se encuentran los dos glicoproteinas principales que son la hemaglutinina (HA) y la
neuraminidasa (NA) y en menor nimero se encuentran la proteina BM2 que forma canales i6nicos
y la proteina NB (Wright, P 2007). Las espiculas de HA y NA tienen un largo de entre 10y 14 nm
y la HA es la proteina mas abundante de la envuelta viral seguida por la NA y por BM2 (Wright, P
2007; Hutchinson et al. 2014). Estudios de tomografia crioelectronica han indicado que la NA
existe sobre la superficie del viribn como agrupamientos locales formando “parches” o como
espiculas aisladas rodeadas de HA (Harris et al. 2006). (Figura 2).

Los genomas de los virus Influenza como todos los virus de ARN de polaridad negativa no se
encuentran desnudos dentro del viribn sino que forman complejos ribonucleoproteicos virales
(RNPv por su sigla en inglés “ribonucleoprotein viral”’). Los complejos RNP son estructuras
superenrolladas que consisten en segmentos de ARN viral (ARNv) rodeados de la nucleoproteina
(NP) y con una copia del complejo polimerasa (formado por dos polimerasas basicas PB1y PB2 y
una polimerasa acida PA) en el extremo 5 del ARNv (Palese, P.S. 2007; Bouvier and Palese
2008; Noda and Kawaoka 2010; Resa-Infante et al. 2011) (Figuras 2 y 4).
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Figura 2. Representacion y comparacion de las estructuras de los viriones del virus Influenza A, VIA (a la derecha) y
del virus Influenza B, VIB (a la izquierda). Ambos estan rodeados por una bicapa lipidica que contienen a los dos
principales antigenos de superficie que son las glicoproteinas virales: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA).
Ademas, en la membrana del virion se encuentra el canal iénico M2 en VIA o BM2 en VIB. Por otro lado, la membrana
de los viriones de VIB también contiene proteinas NB. Debajo de la bicapa lipidica viral hay una capa de proteina
compuesta por la proteina de matriz M (M1) y la proteina de exportacidén nuclear (NEP). Dentro de los viriones, se
indican los ocho segmentos virales y sus respectivos productos proteicos. Las lineas negras al final y al principio de
cada uno de los ocho segmentos indican las regiones no codificantes (NCR). El complejo polimerasa esta formado por,
PB1 y PB2, que son las polimerasas basicas 1y 2 respectivamente y por PA que es la polimerasa acida. NP indica a la
nucleoproteina. NS indica el gen no estructural. Extraido de (Nogales and Martinez-Sobrido 2016).

3. Ciclo viral

3.1. Adsorcidn, entraday transporte de los RNPv

La infeccion con los VIB comienza cuando reconocen el acido N-acetilneuraminico (acido sialico)
que se encuentra en la superficie de las células. El &cido sialico es un monosacarido acido que
tiene un compuesto base de nueve atomos de carbono y que cominmente es encontrado en los
extremos terminales de muchos glicoconjugados por lo que estos receptores son ubicuos en
muchos tipos celulares y en muchas especies de animales (Skehel and Wiley 2000; Bouvier and
Palese 2008). Los virus Influenza escanean la superficie celular en busca del receptor adecuado
mediante la remocion de los acidos sialicos locales haciendo uso de la funcién sialidasa de la NA
(Yang et al. 2014, 2016; Sakai et al. 2017).

La barrera de mucosas del hospedador impiden que la HA viral se una a los residuos de acido
sidlico de los receptores encontrados en la superficie de la célula huésped (Matrosovich et al.
2004; Cohen et al. 2013; Yang et al. 2014). Las mucosas expresan naturalmente receptores
“sefiuelos”, como por ejemplo mucinas glicosiladas, que pueden neutralizar al virus uniéndose a la
HA y evitando que llegue a la célula huésped (Cohen et al. 2013; Ma et al. 2018). Cuando esto
ocurre, la NA viral puede liberar a las particulas virales que se hayan unido a estas barreras
escindiendo el acido sialico terminal de los glicanos del receptor “sefiuelo” y permitiendo que la HA



acceda y se una a los receptores de 4cido sialico unidos al receptor (Cohen et al. 2013; Yang et
al. 2014).

El carbono-2 del acido sialico terminal puede unirse al carbono-3 o al carbono-6 de la galactosa
formando uniones a-2,3 0 a-2,6 respectivamente; estos enlaces diferentes dan como resultado
una Unica configuracion estérica para el 4cido sialico terminal. La HA reconoce con especificidad
los residuos de &cido sialico unidos al monosacérido por enlaces a-2,3 0 a-2,6. En las células
epiteliales de la traquea humana predominan los residuos de acido sialico con enlaces a-2,6 y con
menos abundancia se encuentran también los enlaces a-2,3. Los residuos de acido sialico en
uniones a-2,3 son mas comunes en el epitelio intestinal de las aves acuaticas (Wright, P 2007;
Bouvier and Palese 2008). Evidencia sugiere que los virus B/Yamagata se unen
predominantemente a receptores de 4cido sialico ligados en uniones a-2,6 sobre la superficie de
células del tracto respitarorio humano; mientras que los virus B/Victoria tienen capacidad de unién
tanto a-2,3 como a-2,6 (Wang et al. 2012; Velkov 2013).

Una vez mediada la union de la HA con el receptor, se dispara el proceso de internalizacion del
virus mediante endocitosis. La endocitosis puede ocurrir mediante vesiculas recubiertas de
clatrina en la cual se forma una invaginacion hasta formar una vesicula completa que se
desprende hacia el citoplasma o puede ocurrir por otros mecanismos como por ejemplo
micropinocitosis (Reading et al. 2000; Lakadamyali et al. 2004; Ng et al. 2014; Dou et al. 2018).

La acidez del compartimento endosomal es crucial para producir el desnudamiento de los virus.
Los protones del endosoma ingresan a la particula viral a través del canal formado por la proteina
BM2. El bajo pH desencadena que se desestabilicen los RNPv separandose de la proteina M1 y
también provoca cambios conformacionales en la HA (Skehel and Wiley 2000; Hatta et al. 2004;
Bouvier and Palese 2008; Nogales and Martinez-Sobrido 2016; Dou et al. 2018). El bajo pH del
endosoma tardio provoca la protonacion de mudltiples residuos con carga negativa ubicados en
HA1-HALl y en la interfase de HA1-HA2 disociando asi las subunidades HA1 y HA2 (Korte et al.
2007; Rachakonda et al. 2007; Wang et al. 2008). El siguiente cambio conformacional ocurre en
HA2 que expone el péptido de fusion provocando la fusién de las membranas viral y endosomal
liberando el contenido del viribn en el citoplasma celular a través de la generacion de un poro
(Bullough et al. 1994; Chen et al. 1999).
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Figura 3. Ciclo viral del virus Influenza en la célula hospedadora. Los pasos mas relevantes del ciclo viral son:

Adsorcion y entrada. Desnudamiento y migracion al nucleo celular. Transcripcidn y replicacién viral. Transporte de los
ARNm virales al citoplasma ddnde ocurre la traduccidn y modificacién de las proteinas, algunas de estas proteinas
regresan al nucleo para formar los RNPv y otras son transportadas directmente hacia la superficie celular. Transporte
de los RNPv a la superficie celular donde tiene lugar el ensamblado. Brotamiento. Extraido y modificado de (Te
Velthuis and Fodor 2016).

Una vez liberados del virion, los RNPv son dirigidos al ndcleo de la célula huésped a través de
sefiales de localizacion nuclear (NLS por sus siglas en inglés de “nuclear localization signals”) que
se encuentran en las proteinas virales (Bouvier and Palese 2008). El transporte y la entrada al
ndcleo de los RNPv depende de la maquinaria celular y de sus vias de transporte, el modelo
actual sugiere que utilizan las importinas o y p para ingresar activamente al nucleo (Hutchinson
and Fodor 2012; Labaronne et al. 2017; Dou et al. 2018).

Cuatro proteinas son necesarias para la replicacion viral, la NP y las tres proteinas que forman el
complejo polimerasa PB1, PB2 y PA. Todas estas proteinas tienen sefales de localizacion nuclear
que facilitan la importacion de cada complejo RNPv al nacleo (Plant and Ye 2013). La NP que es
el mayor componente estructural de los complejos RNPv tiene un rol crucial en las etapas de
transcripcion y replicacion del genoma viral (Ng et al. 2012).

La ARN polimerasa ARN dependiente viral, es un componente del complejo polimerasa que es
importado junto con los RNPv al ndcleo, y utiliza como plantilla a los ARNv de sentido negativo
para sintetizar dos especies de ARN de sentido positivo: ARNm virales para la produccion de
proteinas virales en el citoplasma y ARN complementario (ARNc) que es un intermediario utilizado
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por la polimerasa viral para generar mas transcriptos de sentido negativo que son los ARNv
genodmicos (Bouvier and Palese 2008; Dou et al. 2018). (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de un segmento de RNPv. La polimerasa es un heterodimero que contiene
las proteinas PA, PB1 y PB2 y se encuentra unido a cada segmento de RNPv dentro del virion. Estos
RNPv tienen una estructura de horquilla de doble hélice que consiste de dos cadenas antiparalelas de
ARNv que se encuentran recubiertas por moléculas de NP. Extraido y modificado de (Stevaert and
Naesens 2016).

3.2. Transcripcidén vy sintesis proteinas virales

La transcripcion de ARNm virales a partir de las plantillas de ARNv depende del uso de la ARN
polimerasa Il celular por lo que los virus Influenza utilizan un mecanismo denominado del inglés
“cap-snatching” para obtener cebadores. En este proceso la subunidad PB2 de la ARN polimerasa
viral corta la region 5’ cap de los ARNm celulares y el domino PA del complejo polimerasa procesa
esa region. Luego ocurre una rotacion de las subunidades quedando expuesto el dominio
catalitico de la subunidad PB1 con lo que se extiende el ARNv a partir del molde (Bouvier and
Palese 2008; Dou et al. 2018).

El proceso de cap-snatching aumenta la eficiencia de un proceso de apagado celular (denominado
en inglés como “host shut-off’) causando la inhibicion de la elongacion de los transcriptos
celulares y provocando su degradacién (Chan et al. 2006; Rodriguez et al. 2007; Vreede et al.
2010), un mecanismo que parece contribuir a la virulencia (Rodriguez et al. 2009). Como la
transcripcion viral, a diferencia de la replicacion, depende de la polimerasa Il y por ende de la
generacion de transcriptos con cap, la supresion de la sintesis de la polimerasa celular a medida
gue avanza la infeccién podria contribuir a la disminucion de la sintesis ARNm virales en etapas
tardias de la infeccion (Vreede and Fodor 2010).

A diferencia del ARNm de la célula huésped en la cual la poliadenilacién en el extremo 3’ esta
dirigido por una polimerasa especifica de poli(A), en los virus Influenza es diferente y la
poliadenilacion esta dirigida por un tramo de 5 a 7 residuos de Uracilo (polyU) en los ARNv. Como
la sintesis de los ARNm ocurre desde el extremo 3’ a 5, al llegar al extremo 5’ y encontrarse con
gue la PB1 permanece unido se da un fendmeno de tartamudeo (“sttuttering” del inglés) que
genera la copia repetida del tramo polyU (Bouvier and Palese 2008; Dou et al. 2018).

Luego de la exportacion de los ARNm al citoplasma, estos tienen dos destinos posibles dirigirse
hacia los ribosomas citosélicos (para los segmentos PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 y M1) o
dirigirse hacia los ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico rugoso (para HA, NAy M2). Las
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proteinas de la envoltura HA, NA y M2 se sintetizan a partir de ARNm viral en ribosomas unidos a
la membrana del reticulo endoplasmico donde se pliegan y son dirigidas hacia el aparato de Golgi
para las modificaciones postraduccionales. Estas tres proteinas tienen sefiales que las dirigen
posteriormente a la superficie apical de la membrana celular para el ensamblaje de las particulas
virales (Bouvier and Palese 2008). Se cree que M1 tiene un rol importante en poner en contacto el
complejo RNP-NEP con las proteinas HA, NA y M2 unidas a la envoltura para el
empaguetamiento en la célula huésped (Bouvier and Palese 2008; Chaimayo et al. 2017).

3.3. Replicacién
La replicacion es un proceso cebador independiente que ocurre en dos pasos. En el primer paso
se produce un intermediario replicativo de sentido positivo denominado ARNc y en el segundo
paso este ARNc actlla como molde para la sintesis de los ARNv (Te Velthuis and Fodor 2016).

Que ocurra la transcripcion y la replicacion en el nucleo de la célula huésped proporciona al virus
Influenza una amplia variedad de beneficios como tener acceso a la maquinaria de procesamiento
alternativo celular, que se de eficientemente el proceso de cap-snatching, incrementar el apagado
traduccional de los mensajeros celulares priorizando los virales y la evasion de la respuesta
antiviral. Sin embargo, la entrada al nacleo es un proceso que esta regulado por la maquinaria
celular como también la traduccion que depende de factores celulares (Hutchinson and Fodor
2012).

3.4. Empaguetamiento y ensamble

Luego de la replicacion, las nuevas proteinas sintetizadas en el citoplasma PA, PB1, PB2 y NP
son enviadas al nicleo para formar los RNPv junto con los ARNv recién sintetizados. Luego
ingresan al ntcleo M1 y NEP que son esenciales para la migracidon hacia el citoplasma como
también para el ensamblaje de la progenie viral (Cros and Palese 2003). A diferencia de lo que
ocurre en la exportacion de los ARNm virales al citoplasma, la exportacion nuclear de segmentos
de ARNv esta mediada por las proteinas virales: M1 y NEP/NS2. La proteina M1 interactia con
los ARNv y con NP por lo que se cree gque es la que mantiene a los complejos RNP juntos. Por
otro lado, M1 también se asocia con la proteina NEP que media la exportacion de los complejos
M1-RNP a través de los poros de la membrana nuclear (Cros and Palese 2003; Bouvier and
Palese 2008; Dou et al. 2018).

Para que una particula viral sea infecciosa debe contener el genoma completo de ocho segmentos
(Hutchinson et al. 2010; Rossman and Lamb 2011; Bolte et al. 2019). Anteriormente, se pensaba
gue el empaquetado del ARNv era un proceso totalmente aleatorio en el que los segmentos eran
incorporados al azar y solo aquellas particulas con genoma completo eran infectivas. Sin
embargo, la evidencia mas reciente sugiere que el empaguetamiento es un proceso selectivo para
lo cual todos los segmentos de ARNv tienen secuencias que actian como sefiales para iniciar el
proceso de ensamblado (Enami et al. 1991; Bancroft and Parslow 2002; Fujii et al. 2003; Noda
and Kawaoka 2010). El empaquetamiento selectivo de los ARNv en los viriones nacientes esta
mediado por interacciones ARN-ARN de sefiales de empaquetamiento que estan presentes en
cada uno de los extremos de los ARNv (Gerber et al. 2014). Analisis de microscopia electrénica y
tomografia electronica demostraron que los viriones de la progenie incorporan ocho RNPv
dispuestos en un patron "1 + 7" en el cual un RNPv central esta rodeado por el resto de los siete
RNP (Noda and Kawaoka 2010; Nakatsu et al. 2016).
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Para el proceso de ensamblado y brotamiento, los virus Influenza al igual que otros virus utilizan
dominios de acumulacion lipidica (del inglés “lipid raft domains”) que se encuentran en la
superficie de la célula, estas regiones tienen tamafios variables y estan enriquecidas en colesterol
y esfingolipidos (Suomalainen 2002).

3.5. Brotamiento vy liberacion

La agrupacion de HA y NA en los dominios de acumulacion lipidica puede causar una deformacion
de la membrana y el inicio del evento de gemacion. Se cree que M1 se une a las colas
citoplasméticas de HA y NA y sirve como sitio de acoplamiento para el reclutamiento de las RNPv.
También se especula que la acumulacién de M1 en el lado citoplasmatico y el reclutamiento de
BM2 al sitio de gemacion inician la fase de final del ciclo. M2 inicialmente estabiliza este sitio y
posteriormente puede alterar la curvatura de la membrana provocando su escision y la liberacion
de la progenia viral (Rossman and Lamb 2011).

Durante esta etapa del ciclo, la HA de las particulas virales recién formadas pueden volverse a
unir a los &cidos sialicos aun expresados en la superficie de la célula huésped, evitando la
liberacion de particulas virales recién formadas. Sin embargo, la NA viral escinde los acidos
sidlicos terminales de la célula huésped, permitiendo la liberacion de estas nuevas particulas
virales (Palese et al. 1974; Bouvier and Palese 2008; Nayak et al. 2009). Finalmente, una vez que
los virus se liberan de las células infectadas, se pueden formar agregados de particulas virales a
través de interacciones entre HA sialiladas u otras glicoproteinas presentes en la mucosa. Las
particulas virales individuales pueden ser liberadas de estos agregados por accién de la actividad
enzimatica de la NA (Varghese et al. 1992; Bouvier and Palese 2008).

4. Genomaviral

Los VIB contienen ocho segmentos de ARN viral (ARNv) de cadena simple y sentido negativo. Los
ocho segmentos, se enumeran en orden decreciente de longitud y codifican para 11 proteinas.
Cada segmento contiene una regién de codificacion central que esta flanqueada en ambos
extremos por regiones terminales no codificantes (NCR por su sigla del inglés “non-coding
regions”). Las NCR tienen diferentes longitudes que varian entre los diferentes segmentos génicos
y también entre los diferentes tipos de Influenza (Stoeckle et al. 1987). Sin embargo, los extremos
de todos los segmentos estan altamente conservados entre todos los virus Influenza y contienen
regiones complementarias con funciones promotoras para la replicacion y la transcripcion del
ARNv. Las regiones no codificantes también incluyen sefales de poliadenilacion del ARN
mensajero (ARNmM) y parte de las sefiales de empaquetamiento para el ensamblaje de los virus.
(Palese, P.S. 2007; Bouvier and Palese 2008; Gultyaev et al. 2010; Resa-Infante et al. 2011; Plant
and Ye 2013).

En los VIB los segmentos 1, 2, 3, 4 y 5 codifican para una Unica proteina: PB2, PB1, PA, HA y NP
respectivamente, mientras que los segmentos 6, 7 y 8 codifican para dos productos proteicos
empleando diferentes estrategias de procesamiento alternativo del ARN (Wright, P 2007). El
segmento 6 codifica en VIB tanto para la proteina NA y en un marco de lectura alternativo a -1
codifica para la proteina NB que es una proteina integral de membrana (Hatta and Kawaoka 2003;
Wright, P 2007). El segmento 7 codifica en VIA y VIB para la proteina de matriz (M1) mientras que
en VIB codifica en un marco de lectura alternativo a +2 para la proteina de membrana BM2
(Briedis et al. 1982; Horvath et al. 1990). Finalmente, el segmento 8 que es el mas pequefio del
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genoma viral de Influenza codifica las mismas dos proteinas tanto para VIA como VIB, ambos
expresan la proteina NS1 y como producto del procesamiento alternativo de este segmento
codifican para la proteina de exportacion nuclear NEP (llamada anteriormente como proteina no
estructural 2 (NS2 por sus siglas en inglés “non-estructural 2”) (Lamb et al. 1980; Briedis and
Lamb 1982). Los extremos de cada segmento del ARNv forman una horquilla helicoidal con sus
extremos 5’ y 3’ cercanos entre si. Unido al extremo 5’ se encuentra el complejo polimerasa y el
resto del segmento del ARNv cargado negativamente debido a los grupos fosfatos es recubierto
por completo por la NP que es rica en el aminoacido arginina (Arg) con carga positiva. EI ARNv
junto con la NP asociada forma un complejo denominado ribonucleoproteina viral (RNPv) que en
asociacion con el complejo polimerasa forman el componente minimo involucrado en la replicacion
y la transcripcién viral. Asociar el complejo polimerasa a cada ARNv es una estrategia que le
permite al VIB realizar una primera transcripcion de cada segmento a un ARN mensajero (ARNm)
viral de forma independiente de la maquinaria celular (Huang et al. 1990; Neumann et al. 2004;
Palese, P.S. 2007; Bouvier and Palese 2008; Plant and Ye 2013).

Los segmentos 1, 2 y 3 codifican para la polimerasa basica 1 (PB1), la polimerasa basica 2 (PB2)
y la polimerasa acida (PA) respectivamente, estas proteinas forman el complejo polimerasa
heterotrimérico (Wright, P 2007; Bouvier and Palese 2008). EI dominio de unién al cap esta en la
subunidad PB2 y el dominio endonucleasa esta en la subunidad PA juntos capturan y eliminan la
region cap de los ARNm celulares y lo utilizan como cebador para la sintesis de los ARNm virales.
El dominio de ARN polimerasa ARN dependiente requerido para toda la produccion de ARN se
encuentra en la proteina PB1 (Plant and Ye 2013). La actividad del complejo polimerasa durante
la transcripcion y la replicacion esta modulada por la interaccion con las plantillas de ARN, los
cebadores y otros factores de virus y del huésped. La interaccion entre subunidades ha sido
estudiada con enfoques bioquimicos, genéticos y estructurales y de ellos se deduce que la
subunidad PBL1 es el nicleo del complejo y que interactia con PA por medio de su extremo N-
terminal y con PB2 a través de su extremo C-terminal (Resa-Infante et al. 2011).

El segmento 4 codifica para la glicoproteina de superficie hemaglutinina (HA) que es una proteina
de union al azlcar cuya funcion es facilitar la entrada del virus en las células epiteliales que tienen
azucares de 4cido sidlico en su superficie. Ademas la HA es el mayor antigeno de superficie. La
region externa de esta glicoproteina consiste en dos dominios uno globular y otro denominado
tallo anclado a la envoltura viral por un dominio transmembrana (Wright, P 2007).

El segmento 5 codifica para la nucleoproteina (NP) que es una proteina multifuncional y esta
involucrada en muchas etapas de la replicacion viral (Palese, P.S. 2007; Sherry et al. 2014). Es el
mayor componente de los complejos RNPv, donde cada monémero de NP se une a
aproximadamente 24 nucleétidos de ARNv. También cumple funciones en la estabilizacién y en la
compactacion de los RNP (Ortega et al. 2000; Noda and Kawaoka 2010). La proteina NP participa
en la transcripcion y la replicacion de estos complejos (Liu et al. 2015) y también tiene otros roles
en la localizacion nuclear y en la viabilidad viral evitando la degradacion del ARN por el
proteosoma (Ng et al. 2012; Liu et al. 2015). Por otro lado, la regién N-terminal de la NP de VIB es
mas extendida que la encontrada en VIA (Sherry et al. 2014; Liu et al. 2015; Labaronne et al.
2017).

El segmento 6 codifica para otra glicoproteina y el segundo mayor antigeno viral que es la

neuraminidasa (NA) que tiene como funcion principal escindir los enlaces glicosidicos de los

acidos sidlicos para liberar los viriones de las células infectadas. Al igual que HA, la glicoproteina
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NA contiene dos dominios externos: uno globular y un dominio denominado tallo que esta anclado
a la envoltura viral por un dominio transmembrana (Wright, P 2007). La NA escinde residuos
terminales de acido sidlico de glicoproteinas y gangliésidos de la superficie celular para liberar la
progenie viral de la célula huésped. En virus con NA inactivo o ausente, 0 en presencia de
inhibidores de la neuraminidasa, se observa que las particulas virales se agrupan en la superficie
celular y en consecuencia se reduce la infectividad. Los anticuerpos del huésped contra la NA, asi
como los inhibidores de la neuraminidasa, previenen la liberacidbn de virus de las células
infectadas inhibiendo asi la replicacion viral (Palese, P.S. 2007; Wright, P 2007). También se cree
gue la NA ayuda a la infectividad del virus al descomponer las mucinas en las secreciones del
tracto respiratorio y permitir que el virus penetre a través del epitelio respiratorio, por lo que puede
desempefiar un papel en la entrada de virus en las vias respiratorias células epiteliales
(Matrosovich et al. 2004). En VIB, el segmento 6 también codifica para una segunda pequefia
proteina integral de membrana llamada NB. El marco de lectura abierto comienza a 4 nucléotidos
localizados en el extremo 5’ del comienzo del marco de lectura que codifica para la NA en el
mismo segmento. Aunque la proteina NB es conservada en todos los genomas de VIB
aparentemente no es esencial y su funcién sigue siendo desconocida hasta el presente (Hatta and
Kawaoka 2003).

El segmento 7 de VIB codifica para dos proteinas llamadas M1 y BM2. Como funcion estructural
las proteinas de matriz M1 forman una cubierta continua en el interior de la particula viral por
debajo de la membrana dandole forma a la particula viral y como funcién en el ciclo viral esta
proteina se une a los RNPv en el nucleo e inhibe la transcripcion viral. Derivado de un evento de
reiniciacion/terminacién acoplada (coupled termination/reinitiation event), el segmento 7 codifica
para la homotetramero BM2 que forma un canal idnico en la envoltura viral. Estas pequefas
proteinas integrales de membrana permiten que los protones ingresen a la particula viral desde el
endosoma. La disminucion del pH en la particula viral provoca que la proteina M1 se disocie de
los RNPv liberando los mismos al citoplasma celular. Los VIA codifican una proteina M2 en una
variante del procesamiento alternativo del segmento 7, esta diversidad en la codificacion y la
expresion de proteinas con funciones similares también puede ser una razon por la cual no se han
aislado de la naturaleza virus reordenantes con segmentos génicos de diferentes tipos de virus
Influenza (Paterson et al. 2003; Plant and Ye 2013).

El segmento 8 que es el mas pequefio del genoma viral de VIB codifica para una proteina no
estructural denominada NS1 y para una proteina de exportacién nuclear llamada NEP. La proteina
NEP es transcripta como producto de una transcripto empalmado y es incorporado a los viriones
en un nuamero bajo. Por otro lado, el principal rol de NS1 es modular la respuesta inmune del
huésped y tiene un papel destacado en la inhibicion de la respuesta interferon celular de tipo |
(IFN-I) (Hale et al. 2008). NS1 es una proteina multifuncional que interactia con varias proteinas
del huésped y tiene un domino de unién al ARN (Plant and Ye 2013).

El genoma segmentado de sentido negativo otorga algunas ventajas y desventajas. Tener el
genoma segmentado genera desafios como el garantizar que cada uno de los segmentos sea
empaguetado en el mismo virién. Sin embargo, también ayuda a mitigar el dilema de los virus
ARN de poseer una enzima con altas tasas de error. Se ha calculado que para los virus de la
influenza estas tasas de mutaciones de la ARN polimerasa ARN dependiente por sitio por ciclo
infeccioso son del 2 x10° y 0,6 x10® para VIA y VIB respectivamente (Nobusawa and Sato 2006).
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Los virus Influenza pueden existir como una cuasiespecie, es decir, como un grupo de variantes
virales que comparten una secuencia consenso y que colectivamente contribuyen a las
caracteristicas de la poblacion. Esto permite que las mutaciones existan por si mismas y puedan
tener efectos que aumenten, disminuyan o no produzcan efecto sobre la capacidad replicativa (del
inglés “fitness”) de la cuasiespecie. Cuando varios viriones con mutaciones en diferentes
segmentos infectan una misma célula, un posible reordenamiento puede generar combinaciones
de mutaciones en la nueva progenie que mejore la capacidad replicativa viral (Lauring and Andino
2010).
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Figura 5. Genoma del virus Influenza A, VIA (a la izquierda) y del virus Influenza B, VIB (a la derecha). A la izquierda,
se observa un esquema del genoma de VIA. Las lineas negras al final y al principio de cada uno de los ocho segmentos
indican las regiones no codificantes (NCR). Los cuadros azules y rosados representan los principales regiones
codificantes de proteinas. A la derecha, se observa un esquema del genoma de VIB. Las lineas negras al final y al
principio de cada uno de los ocho segmentos indican las regiones no codificantes (NCR). Los cuadros verdes y
marrones representan los principales regiones codificantes de proteinas. Extraido y modificado de (Plant and Ye
2013).

5. Glicosilacion de los virus Influenza

La N-glicosilacion es una modificacién postraduccional comun en las glicoproteinas de mamiferos
mediante las cuales los oligosacaridos se unen a través de enlaces N-glucosidicos al residuo
Asparagina (Asn) del motivo de glicosilaciéon Asn-X-Ser/Thr donde X puede representar cualquier
aminoacido excepto Prolina (Pro) (Kornfeld and Kornfeld 1985). Los virus Influenza escapan de los
anticuerpos neutralizantes a través de una serie de mecanismos involucrando mutaciones en la
HA. El mas simple es la disminucion de la afinidad de los anticuerpos por sustituciones
aminoacidicas en los epitopes (Caton et al. 1982). Con menos frecuencia se dan sustituciones
aminoacidicas distantes que tienen efectos alostéricos en el acceso de los anticuerpos a sus
epitopes (Yewdell et al. 1993). Sustituciones de aminoacidos en el sitio del receptor de acido
sidlico u otras regiones del dominio globular pueden aumentar la afinidad por los receptores
celulares permitiendo escapar a los virus de los anticuerpos neutralizantes (Yewdell et al. 1986;
Temoltzin-Palacios and Thomas 1994). Las alteraciones mas drasticas en la antigenicidad
resultan de sustituciones aminoacidicas que crean un sitio de N-glicosilacién en el dominio
globular, ya que el glicano unido puede bloquear estéricamente la unién de los anticuerpos a
multiples sitios (Skehel et al. 1984; Das et al. 2011; Medina et al. 2013). La N-glicosilacion de las
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proteinas se superficie HA y NA virales ocurre al igual que las glicoproteinas celulares en el
reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi. La naturaleza de los glicanos expresados como
los procesamientos que se dan en la HA y la NA estan determinados por la célula huésped
infectada (Nakamura and Compans 1979; Deom and Schulze 1985; An et al. 2019). Los glicanos
expresados por la HA viral carecen de acido sialico debido a su eliminacién por la accién de la NA
viral (Basak et al. 1985; Kaverin and Klenk 1999).

La HA es el principal antigeno en la vacuna contra la Influenza estacional debido a su rol en la
infeccion viral. La N-glicosilacion ligada a la HA puede afectar la virulencia por modulacion de la
union al receptor del virus (de Vries et al. 2010), enmascarando sitios antigénicos (Skehel et al.
1984) y estimulando respuesta inmune del huésped (Wei et al. 2010). El virus de la influenza
experimenta cambios de secuencia que son seleccionados bajo presion inmunolégica o por
adaptaciones en la célula huésped. Los cambios de aminoacidos generados resultan en la
ganancia o la pérdida de sitios de glicosilacion que alteran las regiones antigénicas de la HA
(Cherry et al. 2009). Por lo tanto, de una temporada a otra temporada los cambios antigénicos
pueden no solo estar relacionados con la secuencia de proteinas sino también con el patrén de
glicosilacion de las cepas vacunales. El aumento de la glicosilacion de la molécula HA también se
ha correlacionado con una disminucién de la virulencia, un cambio en el tropismo desde el tracto
respiratorio interior al superior y/o una disminucion de las infecciones bacterianas secundarias
pulmonares. Esto sugiere que los niveles crecientes de glicosilaciéon podrian aumentar la evasion
inmune en presencia de inmunidad adaptativa de la poblacion y también reduce la virulencia o la
capacidad de replicacion en individuos no inmunes (McCullers 2014; York et al. 2019).

Los oligosacaridos unidos en la region del tallo de la HA viral tienden a conservarse a través de
diferentes cepas de virus mientras que aquellos unidos a la cabeza globular muestran una
variacién considerable tanto en nimero como en ubicacién (Wagner et al. 2000; Abe et al. 2004).
La adquisicion de modificaciones adicionales de N-glicano en la cabeza globular ha evolucionado
como una estrategia de los virus Influenza estacionales para evitar respuestas inmunes humanas
(Medina et al. 2013). Sin embargo, mientras que los sitios de N-glicosilacién en el dominio de
cabeza son variables entre diferentes cepas y diferentes subtipos (Krammer and Palese 2013), los
sitios de N-glicosilacion en la region del tallo estdn en su mayoria conservados entre varias cepas
de virus de la gripe (Steel et al. 2010).

La hemaglutinina se ensambla como un homotrimero presentando una cabeza globular expuesta
a la superficie formado por parte de la subunidad HA1 mientras que la regién del tallo esta
compuesta principalmente de a—hélices enrolladas y de un dominio transmembrana formado por
la subunidad HA2. Tanto la region del tallo como el dominio de la cabeza estan fuertemente
glicosiladas y la fijacion de glicano puede afectar a un amplio espectro de las propiedades
biolégicas de estas proteina y en ultimo término del virus como la inmunogenicidad, la virulencia y
la especificidad del receptor (de Vries et al. 2010; Sun et al. 2013). En general, la fijacion del
glicano en la region del tallo estd muy conservada y juega un papel critico en el correcto
plegamiento de proteinas y en el transporte de las mismas hacia la superficie celular (Roberts et
al. 1993; Zhang et al. 2015). Por el contrario, la cabeza globular de HA exhibe una tasa de
variacién considerablemente mayor. Los sitios antigénicos ubicados en el dominio de la cabeza
también sufren modificaciones perjudicando el reconocimiento inmune (Medina et al. 2013; Hervé
et al. 2015). Ademas de los cambios de aminoéacidos que implica la deriva antigénica, en los virus
Influenza a menudo se generan cambios en los patrones de glicosilacion de las glicoproteinas de
superficie HA y NA o cambios en la exposicion de un sitio antigénico particular en dichas
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proteinas. Dependiendo de la célula huésped en la cual el virus replica son las modificaciones
post-traduccionales que pueden adquirir tanto la HA como la NA (Suzuki 2005).

La capacidad de los virus para explotar estas rutas de escape esta limitada por sus costos de la
capacidad replicativa viral (del inglés, viral fitness). El sitio de unién al receptor de acido sialico se
encuentra entre los sitios antigénicos inmunodominantes y las sustituciones de escape a menudo
alteran la capacidad replicativa viral al cambiar la avidez de union al receptor de HA. Las
sustituciones de aminoacidos que cambian la carga neta del dominio globular tipicamente alteran
la avidez (Underwood et al. 1987; Hensley et al. 2009). Las sustituciones que agregan sitios de N-
glicosilacion dentro del dominio globular para escapar de la neutralizacion de anticuerpos a
menudo reduce la avidez del receptor (Das et al. 2011). La avidez del receptor y la antigenicidad
de la HA estan vinculadas y deben estar continuamente equilibradas para mantener la capacidad
replicativa durante la evolucién antigénica (Hensley et al. 2009; Das et al. 2013).

Se observan diferencias en los patrones de N-glicosilacién de los dos linajes de VIB. Mientras que
algunas posiciones del residuo Asn estan glicosiladas en ambos linajes otras no son compartidas
por lo que se plantea que las diferencias sutiles en la prevalencia de glicanos ligados en uniones
a-2,3 en las células del tracto respiratorio de nifios pequefios en comparacion con los adultos,
combinado con cambios parciales en los patrones de glicosilacién, podrian explicar la distribucion
diferencial de edades observada enlos dos linajes de Influenza B (Nicholls et al. 2007; Walther et
al. 2013; Vijaykrishna et al. 2015). Desde la divergencia de los dos linajes de VIB, se ha
mantenido casi constante el numero de sitios de N-glicosilacion de la HA de 10 a 12 (York et al.
2019).

Se han descripto 10 sitios potenciales de glicosilacion en la glicoproteina HA, siete encontrados en
la subunidad HA1 (25, 59, 123, 145, 163, 301 y 330) y tres en la subunidad HA2 (145, 171 y 184)
(Wang et al. 2008). Se ha observado que la glicosilacién en el residuo 145 de la subunidad HAL,
detectada por primera vez en la cepa B/Great Lakes/54, se ha mantenido desde entonces y se
especula que la presencia del glicano en esa posicion del bucle-150 puede ser ventajosa para los
VIB para evadir la respuesta inmune (Wang et al. 2008). En los VIB se ha observado que la
pérdida de la glicosilacion en la posicion 194 en la region de la hélice-190 de la HA se encuentra
frecuentemente relacionada con variaciones en dicha posicibon en mutantes de escape a
anticuerpos monoclonales (Berton et al. 1984; Berton and Webster 1985), en variantes adaptadas
a huevos (Oxford et al. 1990, 1991; Robertson et al. 1990; Gambaryan et al. 1999; Saito et al.
2004; Ni et al. 2014) y en variantes aisladas en la poblacion (Nakagawa et al. 2000, 2004).

Si bien el papel de la glicosilacion en la NA es menos conocido, la N-glicosilacion es importante
para obtener una proteina funcional (Wagner et al. 2000). En la NA de VIB se han identificado
cuatro sitios de N-glicosilacion en las posiciones 56, 64, 144 y 284 y para los virus del clado 3 del
linaje B/Yamagata se identificé un sitio adicional de N-glicosilacion en la posicion 463 (Tewawong
et al. 2017b). La continua deriva genética del virus Influenza resulta en un acimulo de mutaciones
que pueden introducir nuevos sitios de N-glicosilacion y alterar los epitopes antigénicos de la
progenie (Krammer et al. 2018). La pérdida o ganancia de glicosilacion también puede cambiar
los perfiles de especificidad de sustrato y el correcto plegamiento de la molécula afectando por lo
tanto la actividad enzimatica de la proteina NA. Ademas, la glicosilacién de NA puede cambiar las
propiedades antigénicas del virus afectando su patogenicidad. Las tasas de sustitucion
nucleotidica en el gen de la NA son comparables en varios estudios (Oong et al. 2015;
Vijaykrishna et al. 2015; Tewawong et al. 2017b).
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6. Hemaglutinina

La Hemaglutinina, HA, es una de las principales glicoproteinas de superficie del virus Influenza
debido a que media la entrada del virus a la célula y es uno de los objetivos primarios para los
anticuerpos neutralizantes del huésped (Han and Marasco 2011).

Los anticuerpos dirigidos hacia la HA neutralizan la infectividad del virus por lo que las cepas
virales evolucionan con cambios frecuentes de aminoacidos en los sitios antigénicos mientras que
otras regiones como el dominio de tallo de la molécula de HA permanecen conservadas entre las
diferentes cepas y subtipos (Bouvier and Palese 2008).

Se ha determinado la estructura cristalina de la HA de los VIB en varios estados (Wang et al.
2007, 2008; Ni et al. 2013). La estructura cristalina de la molécula de HA es un homotrimero con
dos regiones estructuralmente distintas: un tallo que estd formado por tres o-hélices
superenrolladas y un dominio globular de hojas p antiparalelas que se encuentran colocadas por
encima de la region del tallo (Bouvier and Palese 2008). El dominio globular contiene los sitios de
union al receptor (RBS del inglés “receptor binding site”) que reconocen los residuos de acido
sialico en la superficie celular (Bouvier and Palese 2008). (Figura 6).

Figura 6. Estructura de la glicoproteina HA de VIB. Representacién de la estructura de la molécula de HA de la cepa
B/Yamanashi/98. Las tres subunidades que forman el homotrimero se representan en diferentes colores (gris, azul y
verde). El sitio de unién al receptor (RBS del inglés “receptor binding site”) se resalta en color rojo. Extraido y
modificado de (Ni et al. 2013).
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El precursor de la HA, HAO, se sintetiza como un Unico polipéptido que luego es procesado en un
péptido sefial (que tiene una longitud de 15 aminoacidos) y en dos subunidades que se
encuentran unidas por puentes disulfuro: HA1 y HA2 (Copeland et al. 1986; Suzuki and Nei 2002).
La modificacién postraduccional de la glicoproteina HA es necesaria para la infectividad y la
patogenicidad del virus. La subunidad HA1 contiene el sitio de unién al receptor y alberga la
mayoria de sitios antigénicos que sufren variaciones constantes (Knossow and Skehel 2006). Por
otro lado, la subunidad HA2 es la mas conservada y contiene el péptido de fusion en su extremo
amino terminal y es responsable de inducir la fusiébn de la envoltura viral y la membrana
endosomal (Vareckova et al. 2003).

En todas las regiones donde se esperan rearreglos estructurales cuando la molécula HA es
expuesta a bajo pH, se encuentran clusters de residuos ionizables que estan altamente
conservados (Wang et al. 2008).

6.1. Sitios antigénicos

Mientras que la superficie de la glicoproteina HA es el objetivo antigénico principal de los
anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacunas, el virus es evolutivamente capaz de cambiar
rapidamente sus epitopes vulnerables dentro de esta proteina para evitar su deteccion y
eliminacion por parte del sistema inmune (Han and Marasco 2011).

Los virus Influenza tienen dos mecanismos principales de evolucion antigénica: “deriva antigénica”
y “salto antigénico”. Se produce deriva antigénica cuando el virus acumula mutaciones en los
sitios antigénicos durante la replicacion a causa de la accién de la enzima ARN polimerasa ARN
depediente que no tiene mecanismo de correccion de errores, esto produce variantes virales que
pueden escapar a la inmunidad existente del huésped. El fendmeno de deriva antigénica ocurre
tanto en VIA como VIB. A causa de la naturaleza segmentada del genoma de los virus Influenza,
se produce un segundo mecanismo de evolucién llamado salto antigénico. Este mecanismo ocurre
cuando un virus adquiere una nueva HA antigénicamente diferente a través del reordenamiento. Si
bien ambos, VIA y VIB se reordenan, el salto antigénico sélo ocurre en VIA debido al reservorio
natural que posee y que provee de nuevos genes (Wright PF, Neuman G, Kawaoka Y. 2007).

La determinacion de la primera estructura cristalina del ectodominio de HA de la cepa viral
B/Hongkong/8/1973 ha permitido mapear su estructura antigénica (Wang et al. 2008). Otros
trabajos también han reportado evidencia de estructuras cristalinas de otras cepas virales (Ni et al.
2013). La numeracion de los aminoacidos se realiza sin el péptido sefal (Suptawiwat et al. 2017).
Se han identificado cuatro sitios antigénicos en la membrana distal del dominio globular de la
subunidad HA1 de los VIB llamandose a estas regiones bucle-120, bucle-150, bucle-160 y hélice-
190 (Nakagawa et al. 2005, 2006; Wang et al. 2008; Shen et al. 2009; Ni et al. 2013). Estos sitios
antigénicos fueron identificados por técnicas como escape de mutantes, estudios estructurales y
andlisis de seleccion positiva y se ha demostrado que se encuentran bajo presion selectiva
positiva; sin embargo, permanecen inciertos los mecanismos por el cual los cambios
aminoacidicos producen cambios en las propiedades antigénicas de la HA (Nakagawa et al. 2005,
2006; Lugovtsev et al. 2007; Wang et al. 2007, 2008; Nunes et al. 2008; Shen et al. 2009; Ni et al.
2013). (Figura 7).

El sitio antigénico del bucle-120 comprende los aminoacidos de las posiciones 116 a 137 del bucle
asi como también los residuos que se encuentran en las regiones de alrededor: 48, 56, 75, 177,
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179, 180, 181 (Nakagawa et al. 2001b). El dominio estearasa vestigial (179-181) pertenece al
epitope del bucle-120 (Ni et al. 2013). La region del bucle-120 es uno de los epitopes con mas
mutaciones encontradas en los aislados y su rol en la antigenicidad de la HA de los VIB no fue
reconocido hasta hace mas de una década debido a la posicion préxima que tiene este epitope de
la membrana viral y que hace dificultoso el acceso de los anticuerpos (Shen et al. 2009). Los
residuos 75, 77, 116, 118 y 122 en la subunidad HA1 se encontraron como Unicos en cepas de
B/Victoria (Nakagawa et al. 2006; Wang et al. 2008). (Figura 7).

El sitio antigénico del bucle-150 contiene los residuos aminoacidicos de las posiciones 141-150 y
se ha demostrado por comparacion estructural que es equivalente al sitio antigénico A de la HA de
los VIA (Nakagawa et al. 2001b). Es un bucle largo que sobresale de la estructura en el cual se ha
encontrado frecuentemente sustituciones aminoacidicas que producen cambios en las
propiedades antigénicas de la HA (Berton et al. 1984; Hovanec and Air 1984; Berton and Webster
1985; Nakagawa et al. 2003; Abed et al. 2003; Lugovtsev et al. 2007). La region del bucle-150
aparece ser un epitope neutralizante especifico de las cepas del linaje B/Yamagata (Nakagawa et
al. 2003). (Figura 7).

El sitio antigénico de la region del bucle-160 esté& formado por los residuos en las posiciones 162 a
167 de la membrana distal. Se define a esta regién como “tip” y es equivalente al sitio antigénico B
de la HA de los VIA (Wiley et al. 1981; Berton et al. 1984; Berton and Webster 1985; Nakagawa et
al. 2005, 2006). Esta es la Unica regién en la cual frecuentemente se han encontrado inserciones y
deleciones (Hovanec and Air 1984; Nerome et al. 1998; McCullers et al. 1999). En esta regién se
detectaron mutaciones puntuales o sustituciones puntuales de aminoacidos que son especificas
para cepas que pertenecen al linaje B/Victoria (Nakagawa et al. 2001b). (Figura 7).

La region de hélice-190 comprende a los aminoacidos en las posiciones 194 a 202 y la region del
bucle-240. La region de la hélice-190 se encuentra en el extremo de la membrana de la molécula
HA y forma el borde superior e izquierdo de la union al receptor. Est4 constantemente bajo una
fuerte presion de seleccién positiva en ambos linajes B/Victoria y B/Yamagata (Wang et al. 2008;
Nunes et al. 2008; Shen et al. 2009; Ni et al. 2013). De estudios estructurales, se evidencia que la
region 235-240 de la subunidad HAL sufre grandes reordenamientos estructurales. La presencia
de nuevos aminoacidos cambia la orientacién de la cadena lateral por lo que se evidencia que la
reorientacion de las cadenas laterales en esta region podrian cambiar las propiedades antigénicas
de la HA (Ni et al. 2013). La estructura de la HA del VIB revela que mutaciones en la region 194-
196 provoca que se pierda el sitio de glicosilacion en el residuo194 cuando los virus son crecidos
en huevos embrionados y esas modificaciones hacen que la HA tenga mayor afinidad por los
residuos de &cido sialico en uniones a-2,3 que son las mas abundantes en huevos (Wang et al.
2007). Ademas, se propone que al residuo en posicién 222 como determinante universal para los
diferentes modos de unién a los receptores humanos por los diferentes tipos y subtipos de la HA
(Wang et al. 2007). La ganancia o pérdida de glicosilacion son causantes de generar variaciones
antigénicas en esa region (Wang et al. 2008). (Figura 7).

Una de las mayores diferencias en la hélice-190 es la observada en el residuo 206. En la cepa de
referencia B/HongKong/8/73 y en las cepas del linaje B/Victoria se encuentra un residuo Lys-206
mientras que en la cepa B/Yamanashi/98 que pertenece al linaje B/Yamagata se encuentra el
residuo Asn en esa posicion. El residuo Asn-206 forma un fuerte enlace de hidrogeno con el
residuo Asn-168 que podria ayudar a estabilizar la estructura de la HA y se necesitan estudios
para evaluar el impacto en la patogénesis (Ni et al. 2013).
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Figura 7. Estructura antigénica del sitio de union al receptor de la glicoproteina HA de VIB. Presentacion
superficial del dominio globular de la HA de la cepa B/Yamanashi/98. Se indican los residuos con grandes variaciones
estructurales entre B/Yamanashi/98 o B/Brisbane/08 con respecto a la cepa B/HK/73 segun sus ubicaciones espaciales
en las diferentes regiones antigénicas. La region del bucle-120 esta representada en color cian, la region del bucle-150
en color verde, la region del bucle-160 en color azul y la regidn de la hélice-190 en color rojo. Extraido y modificado de
(Ni et al. 2013).

Las mayores variaciones estructurales observadas entre los diferentes HA de los VIB estan
correlacionadas con frecuentes sustituciones de aminoacidos concentradas en los cuatro epitopes
principales. Las estructuras en bucle en los cuatro epitopes hacen posible acomodar facilimente
las sustituciones de aminoécidos en esas regiones, resultando en cambios estructurales que son
lo suficientemente grandes como para evadir el reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes,
pero también lo suficientemente pequefios como para mantener la integridad estructural de la
proteina, particularmente del sitio de unién al receptor para asegurarse la unién a los receptores
de la superficie celular de manera eficiente (Ni et al. 2013).

Entre los cuatro epitopes principales de la HA del VIB, las presiones selectivas diferenciales
parecen operar tanto en las cepas del linaje B/Victoria como en el de B/Yamagata. El bucle-150
parece estar bajo mayor presion selectiva positiva en el linaje B/Yamagata que en el B/Victoria
(Nakagawa et al. 2001a, 2003). El bucle-160 era especifico para los aislados del linaje B/Victoria
(Nakagawa et al. 2001b, 2005), sin embargo este bucle que solia ser especifico esta siendo
utilizado por el linaje B/Yamagata en los ultimos afios (Ni et al. 2013). La ubicacién espacial
cercana que tienen las regiones del bucle-150, del bucle-160 y de la hélico-190 hace que los
anticuerpos neutralizantes que reconocen estas regiones compitan entre ellos, sugiriendo que
estas regiones podrian formar parte de un gran sitio antigénico continuo (Hovanec and Air 1984;
Berton and Webster 1985; Dreyfus et al. 2012).

Por otro lado, la falta de reactividad cruzada entre los anticuerpos neutralizantes que reconocen la
region del bucle-120 y los que reconocen el bucle-160/hélice-190 sugiere que el sitio que
corresponde al bucle-120 es un sitio antigénico separado (Hovanec and Air 1984; Berton and
Webster 1985; Dreyfus et al. 2012).
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6.2. Sitio de union al receptor

La actividad del sitio de receptor de la HA es una de los factores claves de la patogénesis del virus
Influenza (Matrosovich et al. 2000; Viswanathan et al. 2010). El sitio de unién al receptor en la HA
de los VIB se encuentra localizado en la parte superior del dominio de membrana distal formado
por la hélice-190, bucle-140 (136-143 HA1) y el bucle-240. Su base esta formada con 4 residuos
aminoacidicos que estan muy conservados y son Phe-95, Trp-158, His-191 y Tyr-202 (Wang et al.
2007). (Figura 8).
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Figura 8. Sitio de unién al receptor de la HA de B/HK. Vista de primer plano del sitio de union al receptor. Se indican
los residuos importantes que forman el sitio de unidn al receptor. Con lineas discontinuas se indican las interacciones
de enlace de hidrégeno entre ellos. Tomado y modificado de (Wang et al. 2007)

Una caracteristica Unica del sitio de union al receptor de la HA de la cepa B/HongKong/8/73 es el
presencia del residuo Phe-95 en lugar de Tyr como se encuentra comunmente en todas las HA de
los VIA conocidos (Wang et al. 2007).

7. Neuraminidasa

La NA es un antigeno de superficie que contiene el sitio activo enzimatico y que es blanco de los
inhibidores de la NA (Sheu et al. 2008). Algunos estudios demostraron que la actividad sialidasa
de la NA ayuda a acceder al virus a las células catalizando la escision de residuos de é&cidos
sialicos unidos a receptores “sefiuelos” como por ejemplo las mucinas, cumpliendo un rol en la
entrada viral (McAuley et al. 2017). Ademas, otros experimentos demuestran una disminucion en
la infeccion en presencia de farmacos bloqueadores de la NA con lo que proporcionan también
evidencia del papel de la NA en las primeras etapas del ciclo viral (Matrosovich et al. 2004; Ohuchi
et al. 2006; Su et al. 2009). Por lejos, la funcibn mas caracterizada y principal de la NA es su
accién como enzima sialidasa, permitiendo la liberacion de nueva progenie viral por escision
enzimatica de los &cidos sialicos de los receptores de la superficie celular y de cadenas laterales
de carbohidratos en viriones nacientes (Palese et al. 1974).

El mecanismo catalitico de la NA aln no ha sido completamente resuelto pero se especula que
comienza con la union del sustrato al sitio activo a través de interacciones con los residuos
cataliticos e implica la formacién de puentes salinos entre el carboxilato del acido sialico y los tres
grupos de arginina en un extremo del sitio activo (McAuley et al. 2019). Cuando la actividad de la
NA es inhibida por el uso de antivirales dirigidos al sitio enziméatico o mediante la alteracion de
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residuos de aminodcidos claves, los viriones emergentes se agregan en la superficie celular en
lugar de ser liberados (Tarbet et al. 2014; Yang et al. 2016). Este agrupamiento de viriones se
debe a que la nueva HA de los viriones se une a los &cidos sialicos expresados en los receptores
de la vecindad del sitio de gemacion y a las cadenas laterales de carbohidratos las nuevas
glicoproteinas de HA y NA de la progenie viral que todavia contienen acidos sialicos terminales en
ausencia de la actividad de NA (McAuley et al. 2019).

Estudios de la estructura cristalina de la NA demostraron que es un homotetramero (Burmeister et
al. 1992a; Gong et al. 2007), cada monomero se pliega en seis hojas p formado por cuatro
dominios que son estructuralmente diferentes: cola citoplasmatica, region transmembrana,
dominio de tallo y el dominio catalitico globular (McAuley et al. 2019). El sitio activo de esta
enzima esta ubicado dentro de un bolsillo formado en cada subunidad de la glicoproteina y esa
cavidad se encuentra revestida por aminoacidos conservados en todos los tipos de NA de VIA y
VIB caracterizados (Colman et al. 1983). El sitio activo de la NA consta de una capa interna de
ocho residuos conservados que interactlan directamente con los acidos sialicos (Arg118, Aspl51,
Argl52, Arg224, Glu276, Arg292, Arg371 y Tyr406). Tres residuos de arginina (Argl118, Arg292,
Arg371) interacttan con el grupo carboxilato del acido sialico. La Argl52 se une al grupo
acetamido en el anillo de azucar, mientras que el residuo Glu276 interactda con los grupos 8 y 9-
hidroxilo de la cadena lateral de glicerol (Burnham et al. 2013; McAuley et al. 2019). Ademas, hay
una capa exterior de 10 residuos aminoacidicos que no entran en contacto con el acido sialico
pero que cumplen con una funcion estructural (Glu119, Arg156, Trp178, Serl79, Aspl98, lle222,
Glu227, Glu277, Asn294 y Glu425). Se dice que el sitio activo de la enzima es altamente
conservado tanto en orientacién espacial como en propiedades de secuencia, convirtiéndolo en un
objetivo ideal para la inhibicién de drogas (McAuley et al. 2019). (Figura 9).
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transmembrana
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Figura 9. Estructura de la glicoproteina NA y de su sitio catalitico. A la derecha, se representa el dominio globular catalitico
de la NA. Cada uno de los cuatro mondmeros se representa en un color diferente. En amarillo se encuentra destacado el
acido en cada uno de los mondédmeros. En la regidon amplificada se muestra la estuctura en bolsillo que tiene forma de bolsillo
y el cual toma contacto con el acido sidlico. A la izquierda, se representa la NA que es un tetramero formado por cuatro
mondmeros idénticos. Cada mondmero, representado en un color diferente, consta de cuatro dominios estructurales
distintos conocidos como dominio globular donde se encuentra el sitio catalitico, el dominio de tallo, la region
transmembrana y la cola citoplasmatica. En amarillo se destaca el residuo de acido sidlico en cada mondmero globular. No
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se definido en el esquema la estructura del domino de tallo de NA, de la regidn transmembrana y de la cola citoplasmatica
por lo que se representan como cuatro hélices alfa. Tomado y modificado de (McAuley et al. 2019).

8. Ecologia

Una diferencia notable entre ambos tipos de Influenza es la tasa de evolucion y ecologia. Los VIA
evolucionan rapidamente y estan caracterizados por una amplia gama de hospedadores, se
mantienen como reservorio en aves acuaticas y pueden ser aislados de una gran variedad de
animales incluido los humanos. Influenza B infecta principalmente a humanos y evolucionan a un
ritmo mas lento, probablemente debido a falta de reservorio de animales salvajes (Nobusawa and
Sato 2006; Chen and Holmes 2008). Algunos reportes han aislado y demostrado que las focas
son huéspedes sensibles a la infeccién por VIB pero su papel en la transmisién o como fuente de
diversidad es desconocida (Osterhaus et al. 2000; Ohishi et al. 2002; Blanc et al. 2009; Bodewes
et al. 2013). Por otro lado, se ha demostrado que los cerdos domésticos son susceptibles a la
infeccidn por VIB. Los resultados de ese ese estudio demuestran el VIB es un patégeno porcino y
que los cerdos podrian servir como reservorio natural y como modelo para estudiar los
mecanismos de transmision y patogénesis de estos virus (Ran et al. 2015).

9. Manifestaciones clinicas de lainfeccion causada por el VIB y epidemiologia

Estudios clinicos sugirieron que los sintomas de mialgia, dolor de garganta y ronquera se asocian
con mayor frecuencia a infecciones con VIB que con VIA pero también a veces son clinicamente
indistinguibles (Paul Glezen et al. 2013). Algunos informes sugieren que VIB fue mas comun que
VIA en niflos con tumores malignos u otras condiciones de inmunosupresién (Peltola et al. 2003,
2011; Carr et al. 2011). Otros estudios destacan la presencia de sintomas gastrointestinales
asociados a infecciones con VIB (Peltola et al. 2003; Wright 2006). Sin embargo, no esta claro si
todos estos sintomas se atribuyen a la patogenicidad del virus o si es porque esta infeccién es
mas predominante y comun en nifios y adultos jovenes.

Las complicaciones de Influenza B son poco estudiadas y la mayoria de los informes disponibles a
la fecha, son en referencia a pacientes individuales con multiples complicaciones en su mayoria
nifnos y con estados inmunodeprimidos (Aebi et al. 2010; Chen et al. 2011; Namendys-Silva et al.
2011). Se han descripto complicaciones pulmonares como la neumonia viral primaria, neumonia
secundaria bacteriana o fungica, neumonia combinada viral-bacteriana y exacerbaciones de
enfermedades pulmonares (Krell et al. 2003; Yusuf et al. 2007; Wang et al. 2009; Aebi et al. 2010;
Chen et al. 2011; Paddock et al. 2012; Gutiérrez-Pizarraya et al. 2012; Horthongkham et al. 2016).
Es importante destacar, que en un estudio se encontré evidencia histolégica de neumonia
intersticial en caso fatal durante las infecciones por el VIB y también encontraron que las
superinfecciones bacterianas eran mas comunes en pacientes mayores de 18 afios (Paddock et
al. 2012). Varios informes de pacientes individuales con infeccibn con VIB reportaron
complicaciones como el sindrome de dificultad respiratoria aguda (Lu et al. 2004; Wang et al.
2009; Namendys-Silva et al. 2011; Cardoso et al. 2012). Las complicaciones en infecciones con
VIB son lesiones miocardicas que se observan en casi el 70% de los casos fatales (Paddock et al.
2012) como también se observa la afectacion del sistema nervioso central, como por ejemplo
encefalitis viral y otras complicaciones como ser sintomas gastrointestinales o miositis (Newland et
al. 2003; Tabbutt et al. 2004; Wright 2006; Muneuchi et al. 2009; Frank et al. 2010). Es necesario
disefiar estudios adicionales especificos para las poblaciones infectadas con el virus de la
Influenza B para estimar adecuadamente la implicancia de las complicaciones.
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Aunque los individuos desarrollan inmunidad duradera a cepas particulares de Influenza luego de
una infeccion, las mutaciones que experimenta el genoma del virus da como resultado proteinas
gue van a ser reconocidas en menor grado por el sistema inmune, dejando a las personas
susceptibles a futuras infecciones. La deriva antigénica es una de las causas por la cual la eficacia
de las formulaciones vacunales va disminuyendo con el tiempo (Bedford et al. 2014).

Los virus B/Victoria se transmiten mas faciimente en humanos que los virus B/Yamagata.
B/Victoria tiende a infectar a pacientes mas jévenes comparados con el otro linaje y se piensa que
se debe a diferencias en las moléculas que ayudan a los virus a ingresar a las células del tracto
respiratorio. Mientras que la co-circulacién de virus B/Yamagata puede confundir la seleccion
precisa de las cepas vacunales, los analisis indican también que el linaje B/Yamagata esta bajo
una presion de seleccion positiva y una deriva antigénica mas débil y en promedio infectan
personas de mayor edad. Como consecuencia, hay una mayor posibilidad de que, dado una
suficiente cobertura vacunal, los virus B/Yamagata puedan experimentar una caida importante en
la prevalencia a lo largo del tiempo a través de métodos de control, como el uso extensivo de
vacunas cuatrivalentes, en contraste con los virus B/Victoria mas adaptables (Vijaykrishna et al.
2015).

La frecuencia de los casos confirmados por laboratorio, la carga clinica en diferentes grupos de la
poblacion, las complicaciones asociadas y las tasas de hospitalizaciones han sido menos
estudiadas en pacientes infectados con VIB que con el VIA. Como resultado, su epidemiologia y el
impacto en la salud publica es menos entendida y con frecuencia subestimada (Burnham et al.
2013). Segun reportes de vigilancia, tanto en el hemisferio norte como en el hemisferio sur, la
frecuencia reportada de casos positivos para Influenza B es muy variable dependiendo de la
temporada y se detectan menos cepas circulantes que VIA (Burnham et al. 2013). Los estudios de
vigilancia sugieren que las tasas de infeccién con VIB son mas altas y con infecciones mas graves
en poblaciones con una inmunidad menos robusta como ocurre en nifios, en adultos mayores y en
pacientes con enfermedades cronicas. En los adultos mayores se cree que el envejecimiento del
sistema inmunitario perjudica la capacidad de controlar las infecciones mientras que en los niflos
se deberia por tener sistemas inmunitarios inmaduros (Thompson et al. 2004; Nair et al. 2011,
Reber et al. 2012). La tasa de hospitalizacion primaria asociada con los casos positivos de VIB es
similar al de VIA estacional (HLIN1 y H3N2) (Thompson et al. 2003). Sin embargo, en un estudio
retrospectivo en EEUU se observaron 45 infecciones fatales por el VIB con una progresion clinica
rapida y un tiempo promedio desde el inicio de la enfermedad a la muerte de 3 dias. Estos
tiempos son mas cortos que el promedio de muerte para VIA observado durante las pandemias de
1918, 1957, 1968 y 2009 como también para las infecciones estacionales causadas por el virus
H3N2 (Paddock et al. 2012).

La diferencia en la dindmica epidemioldgica entre los VIA y VIB también esta reflejada en sus
tasas de evolucion y presiones de seleccidon. Los patrones y procesos de cambios evolutivos en
los virus Influenza no solo estan determinados por la naturaleza de su interaccion con el sistema
inmune del humano sino que también reflejan cédmo estos virus interactian entre si (Chen and
Holmes 2008). La recurrencia anual de las epidemias estacionales se atribuye a la continua
evolucién de los virus Influenza estacionales que les permite escapar de la inmunidad que es
inducida por infecciones previas o por la vacunacion y por otro lado a la capacidad de estos virus
de transmitirse eficientemente entre humanos a través de gotitas respiratorias, contacto directo y
fomites (Petrova and Russell 2018).
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Se observan diferencias en las filogenias del gen HA en ambos linajes. El linaje B/Victoria se
caracteriza por un unico arbol con un tronco prominente con ramas laterales que circulaban por
pocos periodos de tiempo, de 1 a 3 afios; este patron evolutivo también es observado en los virus
H3N2 y es indicativo de frecuentes cuellos de botella que llevan al reemplazo de las cepas
circulantes. En contraste, para el linaje B/Yamagata se observa una mayor diversificacion con
mdltiples clados que co-circulan por largos periodos de tiempo. La construccion de mapas
antigénicos utilizando ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion revelaron que los virus del
linaje B/Victoria exhibian una variacién antigénica que se agrupaba de acuerdo con el afio de
aislamiento y a la distancia filogenética que también era observada en los virus del subtipo H3N2
de VIA y esto indica un continuo proceso de deriva antigénica. En contraste, las distancias
antigénicas para los virus B/Yamagata no tenian correlacion con el tiempo o con la distancia
filogenética y mostr6 mayores niveles de reactividad antigénica cruzada entre antisueros de virus
gue circularon hace muchos afios y los mas recientes (Vijaykrishna et al. 2015).

Una consecuencia directa de la deriva antigénica es la posibilidad de que individuos previamente
infectados puedan reinfectarse. Tasas mas altas de deriva antigénica en el linaje B/Victoria
deberian conducir a una distribucidon mas equitativa de los casos por edad, mientras que las tasas
mas bajas de deriva antigénica deberian conducir a una distribucion sesgada hacia individuos mas
joévenes. Aungue la infeccidn con los virus del linaje B/Victoria tienen una fuerte inclinacién hacia
los nifios va en contra de esta expectativa. La incapacidad de los virus B/Victoria para infectar una
proporcion equivalente de otros grupos etarios puede ser debida a que la poblacién con més edad
esté mejor protegida contra este linaje debido a una respuesta inmune mas amplia. El patrén
filodinamico del gen HA del linaje B/Victoria se encuentra bajo una mayor presion de seleccion
gue escapa a la inmunidad del hospedero mediante la acumulacién de sustituciones
aminoacidicas beneficiosas para dicho gen. Tal patrén evolutivo asegura que haya un suministro
constante de individuos susceptibles a los virus del linaje B/Victoria, tanto naive como
reinfectados. En contraste, los patrones filodinamicos exhibidos por los virus B/Yamagata son
indicativos de una poblacion viral con una dinamica mas lenta y menos periddica, sugiriendo que
estos virus estan bajo una presion de seleccion inmune mas débil y en consecuencia
experimentan una deriva antigénica mas débil. (Vijaykrishna et al. 2015).

Ensayos clinicos de vacunacién contra el VIB en nifios (Skowronski et al. 2011) y en ratones
(Skowronski et al. 2012) demostraron que los antigenos B/Yamagata producen una respuesta
inmune mas fuerte que los antigenos B/Victoria. Si la infeccion natural con VIB fuese similar, esto
implicaria que los virus B/Yamagata son menos capaces de evolucionar a través de la deriva
antigénica y por lo tanto escapar de la respuesta inmune (Grenfell et al. 2004). En promedio, los
virus del linaje B/Victoria infectan a la poblacibn mas joven en comparacion con el linaje
B/Yamagata. Aunque la proporcion de casos en la franja de menores de 6 afios fue similar para
ambos linajes pero con méas casos para el linaje B/Victoria (Vijaykrishna et al. 2015). La mayoria
de los virus del linaje B/Victoria aislados de varios estudios se identificaron en nifios menores a 18
afios mientras que el linaje B/Yamagata exhibe una distribucién bimodal de edades con una
significativa predominancia hacia infecciones en individuos mayores de 25 afios (Tan et al. 2013;
Socan et al. 2014; Vijaykrishna et al. 2015).

Se propone que las diferencias en la dinamica evolutiva y epidemioldgica son impulsadas por las
diferencias en las preferencias de uniéon de la HA. Como se menciond anteriormente, los virus
B/Victoria prefieren uniones o-2,3 0 a-2,6 al acido sialico mientras que los virus B/Yamagata se
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unen predominantemente a glicanos ligados en uniones a-2,6 (Vijaykrishna et al. 2015). Estudios
experimentales demostraron que nifios hasta 7 afios de edad tenian principalmente receptores en
uniones a-2,3 con bajo nivel de uniones a-2,6 en comparacion con los adultos, estas diferencias
entre los diferentes grupos de edad pueden en parte explicar la distribucién por edades de ambos
linajes de VIB (Nicholls et al. 2007).

10. Estacionalidad

El advenimiento de la vigilancia global del virus Influenza y la secuenciacién completa del genoma
ha demostrado que los brotes estacionales de cada tipo de Influenza son causados por la
introduccion estocastica de maltiples linajes virales (Rambaut et al. 2008; Nelson et al. 2008).

Se desconocen las razones por las cuales surgen las epidemias de Influenza alcanzando un pico
méaximo a intervalos constantes de 6 meses, este patrén es observado tanto en las regiones
templadas del hemisferio norte como en las del hemisferio sur. Varias hipétesis se han propuesto
para intentar explicar como los cambios estacionales podrian estimular la actividad del virus
Influenza; por ejemplo las tasas de transmisién podrian aumentar durante los periodos escolares y
el hacinamiento invernal, la estabilidad del virus podria mejorar con temperaturas mas frias o que
la inmunidad del hospedero podria disminuir durante el clima mas frio, sin embargo todas estas
hipétesis permanecen sin ser comprobadas (Dowell 2001; Tamerius et al. 2011). Se ha propuesto
también que una deficiencia de vitamina D durante los meses de invierno podria reducir la
efectividad del sistema inmune innato colaborando de esa forma a la estacionalidad de la gripe
(Cannell et al. 2006). Por otro lado, investigaciones en regiones tropicales también han mostrado
una carga significativa de la enfermedad en &reas con climas célidos y humedos, por lo que la
temperatura mas fria no explicaria por si sola la estacionalidad de la gripe (Chiu et al. 2002; Wong
et al. 2006) o una mejor transmisién de gotitas respiratorias con virus en ambientes con
temperaturas y humedad relativa mas baja (Lowen et al. 2007).

La actividad del virus Influenza alcanza su punto maximo en momentos similares en paises con
latitudes similares, la mayoria de las infecciones ocurren durante los meses de invierno en las
regiones templadas. En los paises que estan mas cerca del Ecuador, la actividad del virus
Influenza es més constante durante todo el afio con fluctuaciones epidémicas durante las épocas
lluviosas, lo que indica que estas areas podrian servir potencialmente como reservorios del virus
durante todo el afo (Viboud et al. 2006; Nelson and Holmes 2007; Tamerius et al. 2011). Otros
trabajos han sugerido que la persistencia global en la poblacién de los virus Influenza podria estar
impulsada por el pasaje de una epidemia a otra dentro de la poblaciéon (Bedford et al. 2010; Bahl
et al. 2011) o por la existencia de una metapoblacién circulante en el este y sudeste de Asia de
donde continuamente pueden emergen nuevos virus y migrar al resto del mundo (Russell et al.
2008; Bedford et al. 2015). Las diferencias en la dinamica global de los virus Influenza
estacionales probablemente son el resultado de diferencias en las tasas de evolucion del virus lo
qgue puede conducir a las variaciones observadas en las distribuciones de infeccién por edad, es
decir, virus que evolucionan rapidamente para escapar de la inmunidad pueden infectar a
personas de todas las edades con mas frecuencia que los virus que evolucionan a un ritmo mas
lento y que infecta principalmente a los nifios y solo infectan esporadicamente a adultos (Bedford
et al. 2015). Los virus del linaje B/Yamagata han sido asociados mas frecuentemente a personas
de edad avanzada (Tan et al. 2013; Oong et al. 2015; Vijaykrishna et al. 2015). Combinado con
una mayor frecuencia de viajes aéreos en adultos que en nifios pequefos, este comportamiento
humano también esta reflejado en la dinamica de los virus Influenza en dénde el linaje
B/Yamagata con mas frecuencia se los asocia a los adultos (Bedford et al. 2015).
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Similar a lo que ocurre en el hospedador y en los procesos de transmision entre individuos, la
dindmica epidemiolégica a mayor escala también impone fuertes “cuellos de botella” en la
evolucion de los virus Influenza. La naturaleza estacional, la corta duracion de las epidemias de
virus, combinadas con la gran diversidad viral en una epidemia en curso se traducen en nuevas
variantes emergentes. Sin embargo, incluso cuando estas formas emergentes fuesen de mayor
capacidad replicativa que las variantes dominantes tienen poco tiempo para competir con las
existentes como para poder replicar a niveles mas altos y diseminarse (Petrova and Russell 2018).

11. Evolucioén

La divergencia de los genes de HA y NA de los VIA y VIB ocurrié antes que la divergencia de los
subtipos de NA y HA de los VIA respectivamente (Suzuki and Nei 2002; Xu et al. 2012). Analisis
demuestran que todos los segmentos génicos de VIB experimentan los mismos patrones de
dinamica evolutiva (Vijaykrishna et al. 2015).

A pesar de la importancia de los VIB para la salud publica, las caracteristicas de su epidemiologia
y su dindmica global evolutiva y antigénica son poco conocidas en comparacion con los VIA (Tan
et al. 2013; Koutsakos et al. 2016). No se ha establecido un patrén evolutivo debido a que en
algunos afios son predominantes en los aislados mientras que en otros estan casi ausentes en la
circulacion poblacional (McCullers et al. 1999). Conocimientos existentes sobre la dindmica
evolutiva de los VIB muestran que experimentan una evolucién antigénica mas lenta comparado
con VIA (Bedford et al. 2014, 2015), con cambios genéticos que incluyen inserciones y deleciones
de nucledtidos y eventos frecuentes de reordenamiento de segmentos entre y dentro los linajes
que contribuyen a su continua diversificacion (Nerome et al. 1998; McCullers et al. 1999; Chen
and Holmes 2008; Dudas et al. 2015; Langat et al. 2017).

La evolucién de los VIB también se caracteriza por una co-circulacién y por un recambio continuo
de los dos linajes antigénicamente diferentes (Chen et al. 2007b). Cada grupo antigénico es, por lo
general, dominante en forma transitoria y existe por un corto periodo de tiempo antes de ser
reemplazada por un nuevo grupo de virus. Los cambios evolutivos dentro y entre los linajes
B/Victoria y B/Yamagata son resultados de cambios en la “inmunidad de rebafio” con
reordenamientos que generan continuamente nuevas variaciones genéticas. Ademas, se sugiere
que la interaccion con el VIA puede ser central en la configuracion de la dinamica evolutiva de los
VIB y que faciliten por lo tanto el cambio en la dominancia o co-dominancia de los linajes de éste
virus (Chen and Holmes 2008).

Se han propuesto multiples hip6tesis de por qué los VIB evolucionan a un ritmo mas lento que los
VIA, incluidas que la ARN polimerasa dependiente de ARN de VIB sea menos propensa a los
errores que la de VIA, menor inmunogenicidad que los VIA y una avidez de union al receptor
relativamente mas baja en comparacion con VIA. Del mismo modo, a nivel de poblacion las
epidemias son menos frecuentes y de menor magnitud por lo que se dan menos oportunidades
para que los virus evolucionen sumado a que en la poblacion de nifios existe una menor presion
de selecion evolutiva sobre el virus debido a un menor historial de exposicion en comparacion con
los adultos (Petrova and Russell 2018).

Tanto VIA y VIB evolucionan antigénicamente a través del tiempo en un proceso conocido como
deriva antigénica, en el que las mutaciones en la HA permiten que los virus escapen de la
inmunidad existente y persistan en la poblacién humana, ocasionando recurrentes epidemias
estacionales (Hay et al. 2001; Bedford et al. 2014). La continua presién inmune del hospedero
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luego de la infeccidbn sumado a la baja fidelidad de la ARN polimerasa puede conducir a una
deriva antigénica (Treanor 2004). La mutacion genética es considerada uno de los mecanismos
moleculares mas importantes en la evolucion del virus Influenza (Webster and Bean 1978). Al
igual que la mayoria de los virus de ARN, el virus Influenza tiene una sintesis de ARN de baja
fidelidad lo que resulta en una alta tasa de mutacion, alrededor de una mutacién por genoma por
ciclo replicativo, esto es varios 6rdenes de magnitud mayor que la de la mayoria de los virus con
genoma ADN (Drake 1993; Sanjuan and Domingo-Calap 2016). Fuerzas evolutivas como la
seleccién natural que actia rapidamente sobre las poblaciones virales mutantes podrian dar forma
a la estructura genética de virus Influenza en diferentes huéspedes.

11.1. Linajes del virus Influenza B

El VIB fue aislado por primera vez en 1940 de un paciente pediatrico y designado como B/Lee/40
basado en la falta de reactividad al suero de hurén infectado con la cepa A/Puerto Rico/8/34
(HIN1) (Francis 1940; Sharp et al. 1943). Influenza B divergié en el afio 1983 en dos linajes
genética y antigénicamente diferentes llamados B/Victoria y B/Yamagata de acuerdo a los lugares
donde fueron aislados por primera vez. El linaje B/Victoria esta representado por la cepa de
referencia B/Victoria/2/87 y el linaje B/Yamagata por la cepa de referencia B/Yamagata/16/88
(Rota et al. 1990; Kanegae et al. 1990; Shaw et al. 2002).

Las cepas del grupo B/Victoria fueron dominantes en la década del 80 mientras que las del grupo
B/Yamagata lo fueron durante 1990 (Yamashita et al. 1988; Rota et al. 1990; Kanegae et al. 1990;
Nerome et al. 1998; Lindstrom et al. 1999; McCullers et al. 1999; Lin et al. 2004). Desde su
deteccion las cepas del linaje B/Yamagata han estado en continua circulacion a diferencia del
linaje B/Victoria. Las cepas de B/Victoria fueron nuevamente detectadas circulando en Asia a
partir del afio 1997 y desde el afio 2001 en el resto del mundo (Shaw et al. 2002).

Los linajes de B/Victoria y B/Yamagata pueden ser divididos en sublinajes que pueden cocircular y
cambiar en el tiempo (Bedford et al. 2014; Vijaykrishna et al. 2015), resultando en un patrén de
evolucion diferente para los VIB (Yamashita et al. 1988). Analisis demuestran que los virus de los
linajes B/Victoria y B/Yamagata muestran diferencias en sus evoluciones antigénicas. La mayoria
de las sustituciones que se dan en el tronco de la filogenia del gen HA de VIB también aparecen
en la region globular de dicha molécula. Mientras que los virus del linaje B/Victoria experimentan
deriva antigénica y recambio de virus antigénicamente distintos, la bifurcacion genética y
antigénica de los virus del linaje de B/Yamagata ha permitido que estos virus alternen entre dos
subclados a lo largo del tiempo (Bedford et al. 2011; Langat et al. 2017).

A partir del 2008 y basado en las secuencias de los genes de HA, la mayoria de los virus del
linaje B/Victoria pertenecen al clado 1A agrupandose en los arboles filogenéticos con la cepa
B/Brisbane/ 60/2008 (Byarugaba et al. 2013). Por otro lado, desde el 2007 la mayoria de los virus
gue pertenecen al linaje B/Yamagata se distribuyen en dos grupos: el clado 2 representado por la
cepa B/Massachusetts/02/2012 y el clado 3 representado por las cepas B/Wisconsin/01/2010 y
B/Phuket/3073/2013 (WHO 2013; WHO, 2016). Para el linaje B/Yamagata se han identificado 3
clados diferentes, en la actualidad en Uruguay circula el clado 3 que esta representado por las
cepas B/Wisconsin/01/2010 y B/Phuket/3073/2013, anteriormente fue detectado el clado 2
representado por la cepa B/Massachusetts/02/2012. Para el linaje B/Victoria estan identificados 6
clados diferentes circulando en la actualidad en Uruguay el clado 1A (McCauley J et al. 2016) y el
subclado 1A1 (WHO 2016).

31



Alrededor del 2005 surgieron dos clados genéticamente distintos del linaje B/Victoria llamados 1A
y 1B reemplazando al linaje circulante y dominando posteriormente a la poblacién de ese linaje. Si
bien los genes de HA de estos clados del linaje B/Victoria son claramente diferentes, el mapeo
antigénico demostré que no son antigénicamente distintos (Langat et al. 2017). La diversidad de
las secuencias genéticas de las variantes B/Victoria fluctua entre temporadas y se observa que
una variante genética en particular persiste en la poblacién de 1 a 3 afios. Esto indica que los virus
B/Victoria estan bajo mucha presién para evolucionar dando como resultado los llamados "cuellos
de botella" en los que so6lo los virus que transportan variedades particulares de secuencia genética
sobreviven. Este patron fluctuante se asemeja al observado en la cepa H3N2 de VIA (Vijaykrishna
et al. 2015).

Los virus del linaje B/Yamagata se han diversificado en mayor medida y las diferentes variedades
del virus tienden a circular juntas durante largos periodos de tiempo (Vijaykrishna et al. 2015). La
emergencia y la co-existencia de los dos clados del linaje B/Yamagata en una region han tenido
implicancias en la dinAmica epidemiolégica de VIB. Este cambio en los patrones de dominacién
apoya la idea de que esencialmente co-circulan tres ‘linajes' del VIB con distintos genotipos y
antigenicidades. En consecuencia, la persistencia de dos clados de linaje B/Yamagata podria
tener complicaciones para la vacuna estacional. Sin embargo, a pesar de la divergencia y el
mantenimiento ciclico de los clados de este linaje a los largo de 10 afos, informes recientes
indican que la incidencia del clado 2 de B/Yamagata ha disminuido sustancialmente (Langat et al.
2017).

Las filogenias de los genes HA y NA pueden ser agrupadas en linajes, clados y subclados; sin
embargo esta clasificacion no se extiende a otros segmentos del genoma de VIB (Oong et al.
2015). Cada clado domina o co-domina la poblacién viral durante un periodo particular de tiempo
(Chen and Holmes 2008). Se ha demostrado que los genes PB1, PB2 y HA de los virus del linaje
B/Victoria y B/Yamagata permanecen como linajes separados a pesar de las altas tasas de
reordenamiento observadas (Dudas et al. 2015; Kim et al. 2016). La evidencia sugiere que
mantener un linaje “puro” de los segmentos PB1, PB2 y HA es importante para mantener la
integridad del genoma completo de VIB y que este patron observado se debe a la accién de la
seleccién y no simplemente a un patrén de reordenamiento raro (Dudas et al. 2015).

Los virus del linaje B/Victoria tienden a experimentar un recambio de linaje y una deriva antigénica
mas rapidos (Vijaykrishna et al. 2015) y persisten por mas tiempo en las regiones geograficas
locales antes de observarse una dispersién global mas amplia (Bedford et al. 2015). Mientras que
estudios evolutivos revelan que la diversidad del linaje B/Yamagata resulta de la co-circulacion de
dos sub-clados que son antigénicamente distintos, que divergen genéticamente en todo el
genoma y que no hay evidencia de eventos de reordenamientos intralinaje. Las diferencias entre
los linajes se reflejan en su dindmica antigénica, los virus del linaje de B/Yamagata muestran
dominancia alterna entre grupos antigénicos mientras que los virus del linaje B/Victoria muestran
deriva antigénica de un solo linaje (Langat et al. 2017).

En estudios filodinAmicos realizados en Australia y Nueva Zelanda se observé que el linaje
B/Victoria experimentd fuertes fluctuaciones estacionales en la diversidad genética relativa en
contraste con el linaje B/Yamagata (Vijaykrishna et al. 2015). Mientras que la diversidad genética
relativa casi invariante del linaje B/Yamagata fue similar a la variaciéon en diversidad de los virus
H1N1 estacionales, los cambios en la diversidad en el linaje B/Victoria fueron similares a los
observados en los virus H3N2, aunque estos Ultimos virus exhibieron una mayor frecuencia de
oscilaciones que las estimadas para B/Victoria. Las fuertes fluctuaciones estacionales en la
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diversidad observadas para el linaje Victoria sugieren que este linaje experimenta fuertes “cuellos
de botella” entre temporadas similares a lo descripto para el virus H3N2 (Bedford et al. 2011;
Zinder et al. 2013), mientras que el genético relativo casi invariable del linaje B/Yamagata sugiere
la co-circulacién continua de multiples linajes (Vijaykrishna et al. 2015).

Andlisis genéticos poblacionales consistentes con datos epidemiolégicos sugieren que los
subtipos H3N2 y HIN1 de VIA compiten entre si resultando en el dominio de un solo subtipo
durante una epidemia. Sin embargo, no esta claro si los mismos patrones dinamicos se pueden
extender a VIB o por qué los linajes B/Victoria y B/Yamagata han co-circulado por largos periodos
de tiempo (Rambaut et al. 2008; Goldstein et al. 2011).

Los patrones de circulacion global de H1N1 y los VIB difieren sustancialmente del H3N2. Mientras
que las variantes genéticas de estos Ultimos virus no persisten localmente entre epidemias y
emergen nuevamente del este y sudeste de Asia, las variantes genéticas de HIN1 y de los dos
linajes del VIB persisten durante varias estaciones y exhiben complejos patrones de dinamica.
Los movimientos menos frecuentes a nivel global del subtipo HIN1 y de ambos linajes del VIB
coinciden con las tasas mas lentas de evolucién, infecciones a grupos etarios de corta edad y a
epidemias mas pequefias y menos frecuentes que las provocadas por los virus del subtipo H3N2.
Modelos epidémicos respaldan que las diferencias en la edad de infeccion, combinado con los
viajes menos frecuentes de nifios son probablemente impulsores de las diferencias en los
patrones de circulacién global, sugiriendo una interaccion compleja entre la evolucion del virus, la
epidemiologia y comportamiento humano (Bedford et al. 2015).

La dinamica evolutiva competitiva de los virus Influenza de los tipos A/H3N2, A/HIN1 y de los dos
linajes de VIB demuestra que la evolucién antigénica dentro de cada grupo impulsa el reemplazo
de las cepas circulantes y contribuye a los patrones estacionales. El tipo H3N2 evoluciona mas
rapido y con mayores cambios en la deriva antigénica que H1IN1 y estos dos a su vez evolucionan
mas rapido que ambos linajes de VIB (Bedford et al. 2014). Los arboles filogenéticos de H3N2 son
mas delgados y en forma de “escalera” lo que demuestra una rapida rotacién de la poblacién viral
y la presencia de seleccién mientras que los arboles de HIN1 y de VIB muestran mayores grados
de coexistencia viral. Estos tipos de arboles también podrian reflejar “cuellos de botella”
secuenciales que podrian ocurrir con una rapida diseminacion espacial (Volz et al. 2013; Bedford
et al. 2014). Los cuellos de botella poblacionales en el VIB siempre estan asociados con una alta
prevalencia del VIA. Como estos dos virus compiten claramente para llenar el mismo nicho, es
probable que la infeccién por un tipo de virus inhiba la infeccién o la replicacién del otro. Por lo
tanto, cuando hay una epidemia amplia y duradera de VIA, los VIB necesariamente sufriran un
importante cuello de botella en la poblacién. También se observa que los cambios en el grupo
antigénico dominante del VIB siempre ocurren durante o inmediatamente después de un cuello de
botella en la poblacion o en afios en que la prevalencia es muy reducida. Estos datos demuestran
que parece haber una relacién entre la prevalencia en la poblacion y el patrén de evolucion viral
(Chen and Holmes 2008).

11.2. Patogenicidad

Se ha demostrado que los VIB tienen afinidades de union al receptor mas bajas que los VIA

(Matrosovich et al. 1993). Los VIB tienen un residuo de Fenilalanina (Phe del inglés

Phenylalanine) en posicion 95 en contraste al residuo de Tirosina (Tyr del inglés Tyrosine) en

posicién 98 que tienen los VIA. La Tyr en posicion 98 de los VIA permite que el grupo hidroxilo de

la cadena lateral forme un enlace de hidrégeno con el residuo Histidina (His del inglés Histidine)
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en posicion 183 lo que estabiliza la base del sitio de unién al receptor junto con otros dos enlaces
de hidrégeno. La ausencia del grupo hidroxilo en la cadena lateral de la Tyr en posicion 95 de los
VIB provoca la pérdida de los tres enlaces de hidrogeno que estabilizan la union de la HA con su
receptor en los VIA y esto proporciona una explicacion plausible de la baja afinidad de los VIB.
Resumidos en (Ni et al. 2014).

Se cree que la falta de reservorio de los VIB fuera de la poblacion humana es una de las
principales razones por la cual estos virus no utilizan el salto antigénico como método evolutivo.
Sin embargo, sigue sin ser demostrada la existencia de una correlacion entre el rango limitado de
hospedadores y una menor afinidad de unién al receptor de HA en estos virus. Resumido en (Ni et
al. 2014).

11.3. Balance HA:NA

Es importante que la actividad de las dos principales glicoproteinas de superficie estén
equilibradas para mantener en forma eficiente la capacidad de infeccién y la liberacién de las
particulas virales (McAuley et al. 2019). La evolucion de una HA o NA que impacta negativamente
en la adsorcion viral, en la replicacion y en la transmision dan como resultado un virus con menor
capacidad replicativa (del inglés “fitness”). Para poder sobrevivir se necesitan mutaciones
compensatorias para restaurar su capacidad replicativa (Lin et al. 2010; Mohr et al. 2015).

Para obtener un acceso eficiente a la superficie celular in vivo se necesita tener una combinacion
de actividades de HA y NA que permita el escape de la inhibiciébn de la mucosa ya sea con una
HA con baja afinidad por el &cido sialico en uniones o 2-3 o con una NA con mayor actividad hacia
el &cido sidlico en uniones a 2-3 0 una combinacion de ambos. Para adsorberse en la superficie
celular, la afinidad de la HA por el acido sialico en uniones o 2-6 debe ser lo suficientemente fuerte
como para permitir la uniéon antes que la NA escinda los receptores. Sin embargo, la union de la
HA no puede ser demasiado fuerte para la liberacién de la progenie y para evitar la agregacion de
los viriones en la superficie celular dando acceso a la NA para escindir el &cido sialico en uniones
o 2-6 (McAuley et al. 2019).

La afinidad de la HA y de la NA y la cinética de interaccién con los acidos sialicos son los
principales determinantes de la capacidad del viribn para infectar una célula. En promedio, un
virion tiene entre 300 y 400 espiculas de HA y entre 40 y 50 espiculas de NA (Harris et al. 2006).
El exceso de HA sobre la NA es quizas un reflejo de la interaccién débil que tiene la HA con los
residuos de &cido sialico y la necesidad de formar varias conexiones para formar una interaccion
estable. La posicion y la cantidad de NA presente en el virién juega un papel importante en ganar
acceso a los residuos de acidos siélicos en la superficie celular; su actividad catalitica puede influir
directamente en la eficiencia de la liberacion viral, en el movimiento de las particulas a través de la
mucosidad y por ende en la infeccién de nuevas células. La morfologia del viribn también puede
contribuir a alterar la distribucion y la cantidad de NA y HA en la superficie del virion,
potencialmente afectando la capacidad replicativa viral y la cinética de replicacion. Finalmente, la
capacidad de la NA de acceder a su sustrato ya sea por la distribucion de la NA en el virion o por
variacion en la longitud de las espiculas de NA puede influir significativamente tanto la unién de
HA a un receptor como en la escision por NA del receptor (McAuley et al. 2019).

La rapida compensacion de las mutaciones del escape antigénico es importante para mantener la
capacidad replicativa durante la deriva antigénica. Muchos residuos dispersos que son
determinantes de la antigenicidad en el dominio globular de HA también influyen fuertemente en la
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avidez y la especificidad para los receptores de acido sialico, y asi las sustituciones de escape a
los anticuerpos neutralizantes en estos residuos pueden afectar negativamente las interacciones
con el receptor (Hensley et al. 2009). Como resultado, muchas de las mutaciones compensatorias
que se han descrito en asociacion con el escape antigénico afectan las interacciones del receptor
y probablemente sirvan para restaurar las propiedades de unién al receptor. La necesidad de
acumular mutaciones compensatorias en orden de combinar la novedad antigénica con la
capacidad replicativa y la transmisibilidad se ha propuesto como explicacién de la discordancia
entre las altas tasas de mutacion in vitro y la rapida seleccion in vivo con las tasas relativamente
lentas de evolucién antigénica a nivel poblacional visto con virus de la gripe (Koelle et al. 2006;
Hensley et al. 2009). Los resultados indican que la glicosilacion puede desempefiar un papel
importante en este proceso. Este estudio revela un nuevo rol de la glicosilacién en facilitar la
evasion de la respuesta inmune a los virus Influenza compensando los costos de la capacidad
replicativa de las mutaciones que escapan a la inmunidad (Kosik et al. 2018).

11.4. Evolucion de glicoproteinas de superficie

Debido a la mala incorporacién de nucleétidos por accion de la enzima viral ARN polimerasa ARN
dependiente durante la replicacion del genoma y a la naturaleza segmentada del genoma viral, es
gue estos virus evolucionan a través de la acumulacién gradual de mutaciones y el
reordenamiento del genoma, deriva antigénica y salto antigénico respectivamente (Petrova and
Russell 2018).

Los VIB emplean una serie de mecanismos evolutivos que contribuyen a la variabilidad de estos
virus, incluyendo (1) divergencia genética de genes que codifican para la proteina de superficie
HA en los dos linajes (2) cocirculacion de mdltiples linajes en largos periodos de tiempo (3)
reordenamientos frecuentes entre los virus circulantes que dan lugar a nuevas variantes con un
genoma distinto (4) secuestro y reemergencia de linajes génicos (5) deleciéon e insercion de
nucledtidos en el gen HA. Por lo tanto, a pesar de que los VIB tienen tasas evolutivas mas bajas
mediante el empleo de estos mecanismos logran generar genomas diferentes resultando en
brotes estacionales (Lindstrom et al. 1999).

La ubicacion de la HA en la superficie viral sugiere que existe una fuerte presion de seleccion para
la evolucion de los epitopes, y los andlisis de los patrones filogenéticos de este gen dan una idea
de las fuerzas selectivas subyacentes (Volz et al. 2013). Sobre la glicoproteina NA también existe
presion de seleccion indicando una adaptacién viral al nuevo huésped, la evasion del sistema
inmune del hospedador y también un equilibrio en la funcionalidad entre HA y NA (Tewawong et
al. 2017b). Por otro lado, el mapeo estructural de las mutaciones encontradas en los “troncos” de
los arboles filogenéticos demuestra que para ambos linajes de VIB los cambios se encuentran en
los residuos que estdn mas accesibles en la region globular de la HA (Langat et al. 2017).

A pesar de las diferencias en su dindmica epidemioldgica y evolutiva, los genes de HA de los dos
linajes de VIB evolucionan a una tasa de aproximadamente de 2,0 x 10 sustituciones/sitio/afio
(Vijaykrishna et al. 2015). Esta tasa es considerablemente mas baja que las estimadas para los
subtipos H3N2 y HIN1 de VIA que son de 5,5 x 10 sustituciones/sitio/afio y de 4,0 x 107
sustituciones/sitio/afio respectivamente (Rambaut et al. 2008). Las cepas del linaje B/Victoria
acumulan mas sustituciones no-sinénimas (dN) que sinédminas (dS) con respecto al linaje
B/Yamagata. Del mismo modo, la filogenia de la HA del linaje B/Victoria exhibe una mayor relacion
dN/dS en las ramas internas que en las externas indicando que los cambios aminoacidicos se han
fijado mas frecuentemente en ese linaje que en el B/Yamagata. Estos resultados indican que el
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linaje B/Victoria esta bajo una mayor presion de seleccidén positiva y por lo tanto es probable que
experimente una mayor deriva antigénica que el linaje B/Yamagata que es mas conservado
(Vijaykrishna et al. 2015). La HA se caracteriza por tener un alto valor de la relacion dN/dS en
comparacion con otros segmentos, le sigue la NA que es el segundo antigeno de superficie como
también el segmento NS1 debido a su papel en evadir las respuestas inmunes innatas (Baigent
and McCauley 2003). Estos tres genes también tienen una relacion elevada de dN/dS en las
ramas internas comparadas con las externas que el resto de los segmentos, reflejando una alta
tasa de fijacibn aminoacidica como se espera bajo presiones de seleccion positiva (Pybus et al.
2007).

Como consecuencia de la presion inmune, la HA de los virus Influenza presenta grandes
variaciones genéticas y aminoacidicas que se encuentran bajo seleccién positiva. Se ha sugerido
que los sitios aminoacidicos en las posiciones 75, 116 y 122 son epitopes neutralizantes de la HA
en las cepas del linaje B/Victoria; por otro lado, se ha demostrado que los sitios aminoacidicos en
las posiciones 129 y 137 estan sometidos a presion inmune en cepas del linaje B/Victoria y que el
sitio 137 es reemplazado por el sitio 162 en las cepas que pertenecen al linaje B/Yamagata. Por
otro lado se demostré que los sitios 197 y 199 se encuentran bajo presién selectiva positiva en
ambos linajes (Nunes et al. 2008). Se sugiere que el sitio 197-x-199 puede constituir un epitope y
gue su glicosilacién podria enmascarar el epitope haciéndolo inaccesible a los anticuerpos
(Nakagawa et al. 2004). En varias ocasiones, el sitio de glicosilacion 197-x-199 ha sido descrito
por su influencia en la antigenicidad de HA de VIB (Nakagawa et al. 2000; Muyanga et al. 2001).
Ademas se sabe que la presencia o ausencia de ese sitio de glicosilacion depende de la célula en
la que se replica el virus (Shaw et al. 2002; Saito et al. 2004). Para los dos linajes de VIB se han
identificado los sitios que estan bajo presion positiva en la region HAL1 de la HA, para el linaje
B/Victoria son los sitios 68, 73, 75, 77, 116, 118, 122, 129, 137, 164, 165, 170, 197, 199, 203 y
241 (Nakagawa et al. 2001b, 2006; Nunes et al. 2008) y para el linaje B/Yamagata son los sitios
75, 116, 122, 129, 137, 141, 147, 148, 149, 162, 197, 199 y 286 (Nakagawa et al. 2001a, 2003;
Nunes et al. 2008).

Se identificaron que los sitios que estaban bajo presion selectiva en la region HA1 de la HA de VIB
se encontraban en los cuatro epitopes antigénicos definidos para la HA de VIB (bucle-120, bucle-
150, bucle-160 y hélice-190), esto apoya el rol de la selecciéon de anticuerpos en la evolucién
molecular de la HA de los VIB (Shen et al. 2009). Estos hallazgos estan en concordancia con un
estudio posterior en el que se encontrd variabilidad en las cuatro regiones antigénicas pero las
posiciones no coinciden entre los linajes B/Victoria y B/Yamagata. Se encontr6 que los
aminodacidos que mas varian estan localizados en la region del bucle-120 para ambos linajes y
gue hay mas posiciones aminoacidicas con mayor variabilidad en B/Yamagata que en B/Victoria
(Suptawiwat et al. 2017). Anteriormente se habia demostrado que el epitope antigénico principal
especifico de linaje para B/Yamagata y B/Victoria se encuentraba en los bucles 150 y 160
respectivamente (Nakagawa et al. 2001b, 2003). Esto est4 de acuerdo con los resultados de los
analisis de entropia en los cuales se observd en el linaje B/Victoria un valor de entropia alto,
mayor variabilidad, sélo en el residuo 146 mientras que el linaje B/Yamagata presentd varios
residuos en la regién del bucle-150 con valores de entropia altos (Suptawiwat et al. 2017).

Con respecto a la evolucion de la glicoproteina HA, se ha observado que los dominios globular y
de tallo de los VIB evolucionan a una velocidad similar para ambos linajes y también se observa
que el dominio de tallo evoluciona mucho més lento que el dominio globular. Al comparar estas
tasas de evolucién con los VIA, se observa que ambos dominios de la HA de VIB evoluciona
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lentamente y que el dominio de tallo tiene una tasa de evolucibn méas lenta. Ademas se observa
que los radios de evolucion de ambos dominios en los VIB son mayores que los encontrados para
VIA indicando que para VIB hay una mayor diferencia en las tasas de evolucion de ambos
dominios de la HA (Kirkpatrick et al. 2018).

Se ha observado que las mutaciones simultaneas en mudltiples sitios antigénicos, llamadas
también co-mutaciones, podrian acumulativamente mejorar la deriva antigénica. Un sitio en una
proteina puede compensar a otro durante la evolucién por lo que las co-mutaciones que ocurren
alli estdn bajo presion de seleccion positiva y ocurren simultdneamente (Shih et al. 2007; Chen et
al. 2016). Un estudio demostrd que los sitios de co-mutacion en la regién HA1 de la HA de VIB se
encuentran todos en los epitopes antigénicos sugiriendo una fuerte presion de seleccién por parte
del sistema inmune hacia esos sitios. Para el linaje B/Yamagata se identificaron los sitios de co-
mutacion 48, 56, 75, 116, 182, 183 y 266 y se establecié una red que representa las reglas de los
sitios de co-mutacion. La misma red representanto las reglas de los sitios de co-mutacién para el
linaje B/Victoria fue establecida y se idenficaron en la HAL los sitios 75, 88, 175, 199, 235 y 330.
Este estudio también sugiere que el linaje B/Yamagata puede mutar mas rapidamente que el linaje
B/Victoria (Chen et al. 2016)

Varios estudios filogenéticos de las secuencias de NA han intentado dar una vision hacia el
entendimiento de la evolucién de los virus Influenza (Chen and Holmes 2008; Fourment et al.
2010; Xu et al. 2012). Como todo antigeno de superficie, la NA estd bajo presién selectiva
constante del sistema inmune del huésped. La seleccién de las variantes aminoacidicas con
mutaciones gue impiden el reconocimiento de anticuerpos, llamada deriva antigénica, es uno de
los mecanismos que impulsan la evolucion de la NA de los VIB (Chen and Holmes 2008). Los
patrones evolutivos del gen NA indican que ocurre una mayor deriva genética en los VIA que en
VIB debido a una mayor tasa de sustitucién aunque hay mayor diversidad genética para los VIB.
Por lo tanto, existe una relacion inversa entre la tasa evolutiva y la diversidad y este patron
evolutivo es similar al gen HA de los virus estacionales (Bedford et al. 2015; Tewawong et al.
2017D).

Las fuerzas de la presion selectiva que actian sobre la NA también pueden surgir de
interacciones con otros genes virales, de la estabilidad de la estructura proteica y de la adaptacion
a nuevas especies (lllingworth and Mustonen 2012). Se ha demostrado que la evolucion de la NA
ocurre por sustituciones aminoacidicas que alteran sutiimente la conformacién del dominio
catalitico permitiendo que una forma diferente de 4cido sialico se una al sitio activo (Kobasa et al.
1999). A pesar de que los residuos de aminoacidos en el sitio activo de NA estan altamente
conservados en los VIA y VIB, ciertas sustituciones identificadas en la NA de estos virus
resistentes en humanos tienden a ser especifico de tipo o subtipo. Por ejemplo, las mutaciones
R152K (Argl52Lys), D198N (Aspl98Asn), 1222T (lle222Thr), H273Y (His273Tyr), H274Y
(His274Tyr) y R371K (Arg371Lys) son especificas de VIB y estdn asociadas a residuos que se
encuentran en el sitio activo de la NA. El sitio H273Y es resistente al farmaco Oseltamivir pero
sensible a Peramivir y Zanamivir por otro lado la mutacién R371K demostrd ser resistente a los
inhibidores de neuraminidasa Oseltamivir y Zanamivir (Monto et al. 2006; Sheu et al. 2008;
Higgins et al. 2012).

Andlisis de la estructura de proteinas revelaron que todos los sitios seleccionados positivamente

se ubicaron en la superficie de la proteina NA y que pertenecian a sitios de union de anticuerpos

y/o a interacciones con las moléculas de azucar de células huésped. Ademas, una serie de sitios
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seleccionados positivamente que se sabe son sitios de union a los inhibidores de la NA, indican
una fuerte seleccion en virus de influenza con marcadores moleculares predictivos de resistencia
antiviral. Para la NA de los VIB, se encontré que las posiciones 42, 65, 248, 345, 373, 389, 395 y
436 estan bajo presion positiva (Xu et al. 2012). Con la introduccion en el mercado de farmacos
antivirales dirigidos hacia la proteina NA en el afio 1999 se cre6 una fuente adicional de presion
selectiva cambiando el entorno en el que la NA evolucionaba. A pesar de ser el blanco objetivo
tanto en la neutralizacién por anticuerpos como para los farmacos antivirales, la NA no ha sido tan
ampliamente estudiado como HA en referencia a las fuerzas de la presion selectiva que actdan
sobre los genes codificantes (Correia et al. 2018). Por lo que, investigar las fuerzas de presion
selectiva que actlan sobre un gen es importante para tener una mejor comprension de su
dinamica evolutiva. También permitiria la identificacion de nuevas regiones potenciales hacia
donde dirigir los farmacos y/o encontrar objetivos alternativos para nuevos farmacos, siendo
actualmente una prioridad dado el repertorio limitado que tienen los antivirales disponibles. Los
inhibidores de la NA, actualmente constituyen la Unica clase de medicamento antiviral eficaz
contra los virus influenza estacionales circulantes (Suzuki 2006). En un estudio se realiz6 analisis
de secuencias a gran escala para investigar la presion selectiva a nivel global y especifico de sitio
gue actla sobre la NA. Se observé que la mayoria de los sitios dentro del gen NA variaban en los
diferentes subtipos o linajes de los virus Influenza. Mientras que algunos sitios de presién selectiva
son compartidos entre los linajes de VIB basados en la ubicacion en la superficie de la proteina,
los sitios seleccionados positivamente 395 y 106 para B/Victoria y B/Yamagata respectivamente,
pueden estar bajo seleccion del sistema inmune del huésped. La identificacion de posibles
residuos de NA de contacto con anticuerpos para VIB es particularmente relevante ya que ningun
epitopo fue completamente mapeado a la fecha (Correia et al. 2018).

Un estudio revela un nuevo papel para la glicosilacién en la evasion inmune viral, independiente
de sus conocidos efectos estéricos sobre el eclipsamiento del epitope (Skehel et al. 1984; Medina
et al. 2013). Estudios previos demostraron que la adicién de glicanos generalmente deteriora la
funcion de la HA mientras que aumenta drasticamente la capacidad replicativa en presencia de
anticuerpos neutralizantes (Das et al. 2011). Mientras que los resultados de este nuevo estudio
demuestran que la adiciéon de glicanos también puede desempefiar el papel opuesto durante la
deriva antigénica: aumentar la capacidad replicativa de las variantes antigénicas que escapan y
restaurando las interacciones o6ptimas del receptor de HA, incluso en ausencia de presion
selectiva de anticuerpos. Esto plantea la posibilidad de que ambos mecanismos contribuyan a la
constante evolucion de los N-glicanos unidos en el dominio globular observado durante la
circulacion de los sutipos virales humanos H1 y H3 de VIA (Kosik et al. 2018).

11.5. Reordenamientos

Los linajes B/Yamagata y B/Victoria frecuentemente intercambian sus segmentos y estas cepas se
han detectando circulando desde 2001 provocando infecciones (Dudas et al. 2015; Kim et al.
2016), mientras que los virus B/Victoria muestran evidencia de reordenamientos continuos entre
clados de su mismo linaje hay poca evidencia de que ocurran reordenamientos entre clados del
linaje B/Yamagata manteniéndose constelaciones genomicas circulantes por mas de 12 afios
(Langat et al. 2017). Los reordenamientos del linaje B/Victoria tienen relevancia a nivel
epidemiol6gico debido a que las cepas de estos virus han circulado exclusivamente en Asia desde
1991 por lo que una proporcion significativa de la poblacibn mundial, especialmente nifios
pequefios, no ha tenido la exposicion a esos virus y por lo tanto no han desarrollado inmunidad
natural. Ademas, las vacunas contra el virus Influenza administradas en la mayoria de los paises
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en los 10 afios posteriores al resurgimiento, solo se incluyeron cepas del linaje B/Yamagata como
componente de la vacuna contra la Influenza B (Xu et al. 2004).

Algunos estudios demostraron eventos de reordenamiento de cepas aisladas de VIB donde la HA
pertenecia al linaje B/Victoria y la NA al linaje B/Yamagata (Tsai et al. 2006; Chen et al. 2007b).
También se encontraron que varias de estas cepas reordenantes se diseminaron en varias partes
del mundo durante la temporada 2001-2002 y se han convertido en las cepas de VIB
predominantes en muchos paises (Shaw et al. 2002).

La mayoria de los estudios del genoma completo de VIB describen reordenamientos de
segmentos genéticos entre linajes o dentro del linaje pero no describen reordenamientos a nivel
de clado y subclado (Chen and Holmes 2008; Yang et al. 2012; Zhu et al. 2013; Patil et al. 2013;
Tewawong et al. 2015; Dudas et al. 2015; Vijaykrishna et al. 2015; Fang et al. 2015; Sam et al.
2015). Sin embargo, en un estudio epidemioldgico molecular de VIB realizado entre 2012 y 2014
en Malasia se sugiri6 como emergente a la cepa B/Phuket/3073/2013 del linaje B/Yamagata
debido a un evento de reordenamiento entre clados dentro del mismo linaje (Oong et al. 2015).
Esto dio lugar a la seleccion de esta cepa por parte de la OMS como candidata vacunal en 2015
para ambos hemisferios (WHO 2014, 2015). Ademas, en este estudio fueron identificados
reordenamientos HA-NA entre subclados del mismo linaje y entre linajes diferentes (Oong et al.
2015, 2017). La baja prevalencia de cepas con reordenamientos HA-NA encontradas en la
poblaciéon sugiere que podrian no ser compatibles para la viabilidad del VIB o que no fueron
diseminadas (Tewawong et al. 2017a).

A partir de un andlisis de los patrones de reordenamientos, se indica que de los ocho segmentos
de VIB solamente los segmentos PB1, PB2 y HA mantienen los dos linajes B/Victoria y
B/Yamagata separados. También se evidencia que las cepas circulantes poseen segmentos
génicos de PB1, PB2 y HA derivados enteramente de uno o de otro linaje y que en los otros cinco
segmentos génicos ocurren repetidamente reordenamientos entre linajes reduciendo la diversidad
genética. La pérdida periodica de diversidad en los segmentos PA, NP, NA y MP es consistente
con la introgresion de un linaje en el otro en esos segmentos, mientras que el mantenimiento de
los dos linajes paralelos de B/Victoria y B/Yamagata da como resultado una diversidad
continuamente creciente para los segmentos PB1, PB2 y HA (Dudas et al. 2015). Por ultimo, el
gen NS exhibe un linaje separado sugiriendo que todos los virus semejantes a B/Yamagata y
B/Victoria poseian un segmento de gen NS con un evento de reordenamiento y un origen
desconocido (Chen and Holmes 2008).

12. Inmunidad

La importancia de la seleccion inmune también esta reflejada en la alternancia del dominio de los
dos linajes de VIB. Este patrén de dominancia alterna es compatible con un modelo en el que uno
de estos dos linajes domina la poblacién viral hasta que haya suficiente “inmunidad de rebafio”
generado contra él, ya sea a través de la recuperacion de la infecciéon o la vacunacion, y en ese
momento el otro linaje puede aumentar en frecuencia (Chen and Holmes 2008).

La seleccién inmune es proporcionada por la asociacién entre la progresion temporal de las cepas

dominantes y los patrones cambiantes de antigenicidad. Por ejemplo, cuando grupos dominantes

en temporadas sucesivas pertenecen al mismo linaje viral, siempre se observan diferencias

antigénicas significativas entre los virus porque debe haber una seleccién directa para evadir la

inmunidad del rebafio. En contraste, cuando un nuevo grupo dominante deriva en un linaje viral

diferente a la cepa dominante anterior, no se observan cambios progresivos en la antigenicidad,
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deduciendo que surge debido a que no hay un requerimiento de seleccion por ser
antigénicamente diferente (Chen and Holmes 2008). La presion de seleccion evolutiva sobre la
antigenicidad del virus Influenza deriva principalmente de la inmunidad inducida por infecciones o
vacunas previas. La extincion de una variante “vieja” ante la aparicion de otras nuevas, evidencia
gue ocurre una seleccion inmune en el virus Influenza. Sin embargo, los mecanismos de seleccién
gue se llevan a cabo dentro del hospedador no son del todo comprendidos y es necesario también
considerar caracteristicas temporales y espaciales como también la comprension de los
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa en individuos naive y con inmunidad generada
(Smith et al. 2004). También se especula que la prediccién del linaje dominante puede ser posible
si se cuantifica la interferencia epidemiologica entre ellos (Nyirenda et al. 2016).

En individuos que no han sido expuestos a antigenos del virus Influenza, la infeccion esté
controlada en gran medida por la respuesta inmune innata. Tras la exposicion inicial al virus, la
barrera mucosa crea una capa de mucus rica en acido sialico, que actia como sefiuelo al unirse a
la HA viral y por lo tanto atrapa una porcién sustancial de virus, reduciendo efectivamente la dosis
infectante (Cohen et al. 2013; Wu et al. 2016). Después de que el virus ha infectado las células, se
dispara la respuesta mediada por interferén resultando en el rapido establecimiento de un estado
antiviral que limita la permisividad de las células cercanas a la replicacion del virus (Guillot et al.
2005). La eficiencia de la respuesta inmune innata es dependiente de la dosis infectante, de la
inmunogenicidad del virus que conduce a un estado proinflamatorio y de factores genéticos del
hospedero (Petrova and Russell 2018).

La naturaleza recurrente de las epidemias y de la vacunacion repetida del virus Influenza da como
resultado un mosaico complejo de anticuerpos y células de memoria. Para un individuo, la fuerza
de la respuesta inmune va a depender del historial de exposicién que haya tenido al virus o de la
exposicion a antigenos vacunales, de la similaridad del antigeno infectante a los antigenos que
previamente estuvo expuesto y del decrecimiento gradual que puede llevar a una reduccion de la
presion de seleccion a pesar de tener exposiciones previas (Petrova and Russell 2018).

Estudios sugieren que la inmunidad contra el linaje B/Yamagata es mas corta que la inmunidad
contra B/Victoria, como también que el linaje B/Victoria esta bajo una mayor presion de seleccion
debido a la inmunidad del hospedador y que la antigenicidad de B/Victoria cambia mucho mas
rapido que el linaje B/Yamagata. Por lo tanto, si la inmunidad por si misma mengua rapidamente,
el linaje B/Yamagata no puede estar suficientemente bajo la presién de seleccién del sistema
inmune del hospedador y los cambios de antigenicidad no serian necesarios para la persistencia
del linaje. Ademas, la distribucién por edad mas amplia de la infeccion que es observada en el
linaje B/Yamagata con respecto al B/Victoria implica eventos de reinfeccion frecuente, apoyando
la idea de que la inmunidad de este linaje mengua mucho més rapido que el linaje B/Victoria
(Vijaykrishna et al. 2015; Nyirenda et al. 2016).

Otro estudio realizado en Europa en nifios de 0 a 7 afios de edad sin historial de vacunacion,
demostré que estas personas acumularon inmunidad natural contra VIB mucho mas lento que la
generada para VIA. Esta observacion probablemente explica el aumento de la incidencia de la
enfermedad con VIB en relacién con VIA entre nifios mayores y adultos jovenes (Bodewes et al.
2011).

Dependiendo de la dosis infectiva en individuos expuestos por primera vez, los virus que escapan
a la respuesta inmune innata alcanzan un pico en el titulo viral a las 24—72 horas después de la
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infeccidn. Sin embargo, el tiempo requerido para la generacién de nuevos anticuerpos especificos
es de 7 a 10 dias luego de la infeccion. Ademas de la baja presion de seleccion sobre el virus
durante la infeccion primaria, la naturaleza aguda de las infecciones conduce a una exposicién
transitoria de los antigenos virales por lo que que se requiere una presencia mas prolongada del
antigeno para desarrollar una seleccién inmune adaptativa altamente especifica. Por lo tanto, los
individuos van a requerir mas de una infeccién o vacunaciéon para generar anticuerpos altamente
especificos que les confieran proteccion (Petrova and Russell 2018).

Un desafio para el desarrollo de una respuesta inmune efectiva al virus de la gripe es la
naturaleza aguda de la infeccion, el corto periodo de infeccion significa que la respuesta inmune
innata local es critica para restringir y eliminar la infeccion. La activacién de esta respuesta
conduce a la induccion de interferon en respuesta antiviral y a la secrecion de citocinas
proinflamatorias, ayudando a restringir la replicacion de virus, de lo contrario se produce infeccion
primaria (Wong and Webby 2013). Después de la infeccién primaria, exposiciones posteriores a
variantes antigénicas encontradas previamente inducen respuestas inmunes de la mucosa. Tales
respuestas son en gran medida mediadas por anticuerpos de inmunoglobulina A (IgA) en el tracto
respiratorio superior que son capaces de cruzar las barreras epiteliales. Siempre que se generen
anticuerpos altamente especificos en una nueva infeccién por la misma variante, ésta puede ser
rapidamente contenida activando una minima respuesta inmune lo que explicaria la reduccion en
las respuestas serologicas después de cada infeccion posterior con cepas homdélogas del virus
Influenza (Petrova and Russell 2018).

Infecciones secundarias con reaccion cruzada parcial de las variantes antigénicas tipicamente
conducen a la generacién de anticuerpos neutralizantes tempranos incompletos. Como la mayoria
de las infecciones por el virus Influenza resultan en la recuperacién de algun anticuerpo de
memoria, los individuos suelen tener mayor acumulacién de anticuerpos contra virus encontrados
en etapas mas temprana de la vida. Durante las infecciones en que la respuesta inmune esta
dominada por un reclutamiento de la memoria inmune, existe la posibilidad de una presién de
seleccién inmune para nuevas variantes antigénicas que surgen pero esto estara limitado por la
naturaleza aguda de las infecciones, por el predominio de las infecciones existentes y por el
tamafio reducido de la poblacion viral en el cual la seleccion puede ejercer sus efectos (Petrova
and Russell 2018).

Es cada vez mas reconocido que la inmunidad del hospedero a la proteina NA es necesaria para
obtener una respuesta de anticuerpos y mejorar la proteccion hacia el desafio de la gripe (Lambert
and Fauci 2010). Anticuerpos generados contra la proteina NA generan agregados virales sobre la
superficie celular, inhiben la liberacion de los viriones y a menudo estan dirigidos contra epitopes
conservados de la NA (Marcelin et al. 2012). La mayor inhibicién hacia la NA esta fuertemente
correlacionada con la proteccién contra las infecciones y con la reduccion de la gravedad de la
enfermedad (Monto et al. 2015; Memoli et al. 2016). Existen varios mecanismaos por los cuales los
anticuerpos pueden inhibir la gripe durante diferentes pasos del ciclo viral. Los anticuerpos contra
HA pueden neutralizar el virus directamente bloqueando el contacto inicial con los receptores
celulares, también pueden interferir con cambios conformaciones de la HA y/o con las
interacciones entre la membrana viral y la membrana endosomal requeridas para la fusion. Hacia
etapas finales del ciclo, los anticuerpos neutralizantes dirijidos hacia la glicoproteina NA han
demostrado prevenir la liberacidén de la progenie viral de las células infectadas (Han and Marasco
2011). La susceptibilidad del virus influenza a la neutralizacion depende en parte de la fuerza de
unién del anticuerpo a la HA expresada en la superficie viral, cuanto mayor es la afinidad del
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anticuerpo hacia la HA mayor es la neutralizacion. Sin embargo, el determinante preeminente de
la neutralizacién del virus es la naturaleza del epitope viral (Knossow and Skehel 2006). La
neutralizacion no es directamente proporcional a la afinidad del anticuerpo, sin embargo las
propiedades del epitope son factores primarios para determinar la eficiencia de la neutralizacion.
Esto sugiere que las estrategias vacunales que se centran en la induccién preferencial de
anticuerpos neutralizantes del epitope mas potente son mas propensas a tener los efectos mas
duraderos sobre la neutralizacion y evitar el escape de la neutralizacion (Han and Marasco 2011).

13. Tratamiento y prevencion

Las infecciones agudas respiratorias son una de las principales causas de muerte en nifios y
adultos e Influenza es de las pocas infecciones respiratorias que puede ser prevenida y/o tratada
con vacunas y drogas antivirales (Gerdil 2003).

13.1. Vacunas

Los problemas de salud publica planteados por las infecciones se ven agravados por la capacidad
que tiene el virus de transmitirse de manera eficiente y por las limitadas opciones terapéuticas que
existen actualmente para tratar las infecciones. Por lo tanto, la vacunacion sigue siendo la mejor
intervencion médica para proteger a los humanos contra la Influenza estacional. Sin embargo, la
eficacia de las vacunas actuales contra la gripe es suboOptima debido a que el genoma
segmentado del virus proporciona una ventaja evolutiva que le permite reordenarse o intercambiar
segmentos entre diferentes cepas virales dentro del mismo tipo (Nogales and Martinez-Sobrido
2016). Ademaés, debido a la rapidez con la que ocurre la deriva antigénica se generan mutantes
virales de la NA con resistencia a los antivirales disponibles y por otro lado se hace dificil predecir
los cambios en la HA a ser incluidos en las vacunas que serian necesarios para proteger a la
poblacion contra futuras cepas epidémicas (Han and Marasco 2011; Nogales and Martinez-
Sobrido 2016).

Debido a que las vacunas contra la gripe no inducen titulos de anticuerpos duraderos se
recomienda la vacunacion anual antes del comienzo del invierno, este hecho en si mismo plantea
dificultades para los paises tropicales donde los picos dentro de temporada no estan tan definidos
(Wong and Webby 2013). Las vacunas trivalentes actuales contra la Influenza inducen inmunidad
dependiente de subtipo contra HIN1 y H3N2 de VIA y contra un linaje de VIB. Estas vacunas
estacionales estan disefiadas para inducir principalmente anticuerpos contra la HA por lo que son
estandarizados en funcion del contenido de HA (Gerdil 2003). La evaluacion del linaje y el grupo
prevalente en circulacién es importante para seleccionar la cepa viral que se incluira en las
vacunas contra la Influenza y para evaluar la eficacia de la vacunacion (Arvia et al. 2014).
Desafortunadamente, las cepas que son seleccionadas para incluir en la vacuna no siempre
coinciden con las cepas circulantes y esto provoca que baje la efectividad de la vacuna entre un
10% a 60% (Kirkpatrick et al. 2018). Con la aprobacion en Estados Unidos de vacunas
cuadrivalentes vivas atenuadas a partir del afio 2012 (FluMist Quadrivalent, Medimmune) e
inactivadas (Fluarix Quadrivalent, GlaxoSmithKline y Fluzone, Sanofi Pasteur), los CDC estiman
una reduccion del niamero de enfermedades por fiebre reportadas a causa de este virus (Reed et
al. 2012; FDA 2013a, b, c; Ray et al. 2017).

Recientemente, se ha demostrado que la infecciéon natural, pero no la vacunacién, da como

resultado la generacion de respuestas de anticuerpos que se dirigen a la segunda glicoproteina de

superficie, la NA. Esta glicoproteina estd sujeta a una menor presion inmunolégica que podria

contribuir a cambios mas lentos de aminoacidos en los sitios antigénicos (Sandbulte et al. 2011;
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Krammer et al. 2018). Por otro lado, en un estudio utilizando como modelo cobayos se demostré
gue en un régimen de vacunacion diseflado para inducir inmunidad de mucosas contra la NA, se
afectaba negativamente la eficiencia de una segunda infeccion como también la transmision del
VIB (McMahon et al. 2019).

Un problema para los componentes de VIB en las vacunas trivalentes y cuatrivalentes es la
dependencia del crecimiento de estos virus en huevos. Desde al menos el 2004, el crecimiento de
los VIB en huevos puede provocar la pérdida de sitios de glicosilacion en la HA lo cual alteraria la
antigenicidad del virus y por ende afectaria la eficacia de la vacuna (Saito et al. 2004). Sin
embargo, hay disponibles en el mercado vacunas preparadas de virus crecidos en células de
mamiferos, por ejemplo Flucelvax, y vacunas recombinantes de HA expresadas en células de
insecto, Flublok (An et al. 2019).

El test de potencia del ensayo de inmuno difusion radial simple (SRID por sus siglas en inglés de
“Single Radial Immunodiffusion Assay”) es utilizado habitualmente por fabricantes de vacunas y
por las agencias reguladoras para cuantificar la cantidad de HA, realizar pruebas de estabilidad y
aprobacién de los lotes de produccion (An et al. 2019).

Los virus que son utilizados para la fabricacion de las vacunas contra Influenza son virus
reordenados que contienen una mezcla de genes de diferentes virus. Por lo general los dos
segmentos de las glicoproteinas de superficie HA y NA pertenecen a un mismo virus y son
combinados con otros seis genes del genoma que son donados de una cepa de alto rendimiento,
esto genera virus candidatos para la produccion vacunal (Plant and Ye 2013).

Hay dos formas de disefiar un virus Influenza para la produccion de vacunas, la primera es co-
infectando una célula con dos virus, cada uno con el rasgo deseado y la segunda forma es
aplicando la tecnologia de genética reversa. La desventaja de la coinfeccidon es que se pueden
producir virus con combinaciones no deseadas de segmentos génicos, mientras que la genética
reversa tiene como desventaja que algunas combinaciones de HA y NA podrian provocar un
decrecimiento de la cuasiespecie (Plant and Ye 2013).

Los objetivos principales de las vacunas son la proteccion contra la infeccién y la enfermedad
causada por infecciones de Influenza y la restriccion de la transmisién del virus dentro de la
poblacion generando inmunidad de rebafio (Wong and Webby 2013; Nogales and Martinez-
Sobrido 2016). La efectividad de las vacunas contra Influenza es variable y generalmente es
mayor en nifios y en adultos sanos menores de 65 afios, mientras que en individuos mayores de
65 afios se ha observado una reduccion de la efectividad. Las recomendaciones para la
vacunacion contra Influenza difieren entre paises y se realizan anualmente debido a que las
vacunas no inducen una proteccion de anticuerpos duradera. Hoy en dia, las vacunas
estacionales mas utilizadas contra Influenza se pueden dividir en vacunas inactivadas y vivas
atenuadas (Nogales and Martinez-Sobrido 2016).

Las vacunas contra el virus Influenza se producen tradicionalmente en huevos embrionados, pero
también han surgido otros sustratos como las células de mamiferos en cultivos, los fabricantes de
vacunas han invertido en estos Ultimos sistemas para la produccion a gran escala sin la necesidad
de utilizar huevos. La mayoria de las vacunas contra Influenza actualmente autorizadas son
fabricadas por compafiias biotecnolégicas que utilizan huevos embrionados para la produccion,
sin embargo este proceso tiene mdltiples inconvenientes como ser el acceso al sustrato y los
tiempos de proceso requeridos. En el caso de las vacunas trivalentes inactivadas para adultos
contienen aproximadamente 45 g de HA (15 g de HA viral de cada uno de los tres componentes
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antigénicos) lo que significa que por cada huevo se obtienen de 7 a 10 dosis vacunales. Las
vacunas de virus atenuados comparten pasos similares del proceso de produccién en huevos lo
gue significa que por cada huevo se obtienen de 7 a 10 dosis vacunales (Wong and Webby 2013;
Nogales and Martinez-Sobrido 2016).

Los cultivos de células de mamiferos también son utilizados por la industria biofarmacéutica para
la produccién de vacunas. En 2012, la FDA aprobd una produccion de vacunas en cultivos
celulares pero ese proceso de fabricacidn, en los primeros afios, comenzaba con el crecimiento de
los virus en huevos embrionados por regulaciones de la administracién. Por otro lado, la FDA
aprobd dos lineas celulares, MDCK y Vero (la linea celular Vero proviene de células extraidas del
rifién de monos verdes africanos), y se estima que en el futuro puedan reemplazar completamente
el uso de huevos (Nogales and Martinez-Sobrido 2016). En la busqueda de encontrar alternativas
que mejoren los sistemas de produccién actuales, se han identificado combinaciones de
mutaciones que incrementan los titulos de los virus candidatos en lineas celulares de mamiferos
como también en huevos embrionados (Ping et al. 2016). La producciéon de vacunas contra
Influenza en lineas celulares de mamiferos ofrece varias ventajas con respecto al primer sustrato
mencionado: permiten alcanzar mayor capacidad de produccién y mayor disponibilidad de sustrato
para el crecimiento del virus, eliminar la dependencia del suministro de huevos y la posibilidad de
ser criopreservados y amplificados en biorreactores en cualquier momento (Nogales and Martinez-
Sobrido 2016).

Las vacunas inactivadas generalmente se administran por via intramuscular y se pueden clasificar
como vacunas de virus enteros o vacunas fraccionadas, inducen una inmunidad humoral
protectora al producir anticuerpos dirigidos contra epitopes de HA (Nogales and Martinez-Sobrido
2016). Estas vacunas solo son eficaces cuando coinciden con las cepas circulantes (Gerdil 2003;
Berlanda Scorza et al. 2016). Con el tiempo, la glicoproteina HA acumula en sus sitios antigénicos
cambios de aminoacidos, lo que lleva a una deriva antigénica que hace que las vacunas del afo
anterior sean ineficaces y fuerza a la reformulacion anual y a la readministracion de vacunas
contra la gripe (Krammer and Palese 2015; Berlanda Scorza et al. 2016).

Las vacunas de virus enteros fueron las primeras en desarrollarse. Para la fabricacion de vacunas,
los virus Influenza son cultivados en huevos embrionados, posteriormente son purificados,
concentrados e inactivados quimicamente con formaldehido. Las vacunas de virus enteros son
seguras Yy bien toleradas con una eficacia del 60% al 90% en nifios y adultos. Por otro lado, en las
vacunas fraccionadas se exponen todas las proteinas virales tras la disociacion de los viriones por
tratamiento con un detergente i6nico. La mayoria de las vacunas contra Influenza fabricadas en
Estados Unidos y en Europa son producidas en huevos embrionados, inactivadas con
formaldehido y luego de purificadas son tratadas con detergentes no i6nicos (Nogales and
Martinez-Sobrido 2016).

A diferencia de las vacunas basadas en virus, las vacunas de subunidades consisten en proteina
HA viral purificada o en las proteinas HA/NA sin los otros componentes virales. Estas vacunas de
subunidades se pueden producir en huevos embrionados a partir de estas proteinas purificadas
mediante la eliminacidn de los otros componentes virales. Ademas, las vacunas de subunidades
pueden generarse utilizando nuevas tecnologias de fabricacion como ser el uso de baculovirus
como vectores de expresion y/o las tecnologias de ADN recombinante permitiendo la obtencién de
grandes cantidades de HA viral (Nogales and Martinez-Sobrido 2016). En poblaciones sin
inmunidad como los nifilos pequefios, las vacunas de subunidades o fraccionadas son menos
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inmunogénicas y son requeridos dos dosis para alcanzar los titulos virales necesarios para
generar inmunidad (Wong and Webby 2013).

Debido a que existe poca 0 ninguna proteccion cruzada entre los dos linajes del VIB, su
efectividad podria reducirse en estaciones con un predominio diferente del linaje circulante o
cuando los dos linajes se encuentran co-circulando. La inclusién de ambos linajes del VIB en la
vacuna cuadrivalente puede reducir potencialmente la no coincidencia con las cepas circulantes y
resolver este problema (Belshe 2010; Ambrose and Levin 2012). La magnitud de estas no
coincidencias entre cepas vacunales y cepas circulantes varia de una estacion a otra, por lo que
las campafias de vacunacidn con vacunas cuatrivalentes permiten responder mas efectivamente a
la epidemiologia actual del virus Influenza (Ambrose and Levin 2012; Ray et al. 2017). A partir de
2012, la FDA aprob6 una vacuna cuadrivalente compuesta por dos virus del tipo B, uno del linaje
B/Yamagata y otro del B/Victoria, ademas de los dos componentes tipo A. El componente
adicional de VIB aumenta la carga de la capacidad de produccion vacunal; por lo tanto, el
desarrollo y la generacién de candidatos del VIB con altos rendimientos para la vacuna estacional
podria convertirse en un componente critico en el aumento de la produccién necesaria para la
fabricacion de la vacuna cuadrivalente (Le et al. 2015).

Basado en la carga demostrada para el VIB, la limitada proteccion cruzada entre los dos linajes vy
la incapacidad para predecir con precision qué linaje sera el proximo en circular, esta claro que las
vacunas contra la Influenza estacional mejorarian si se incluyen ambos linajes de VIB. La
justificacion del cambio de vacunas trivalentes a cuadrivalentes es similar a la transicion en el afio
1977 de una vacuna bivalente (A/H3N2 y B) a una vacuna trivalente (A/H1N1, A/H3N2, B), que se
basé en la falta de proteccion cruzada entre las cepas circulantes en humanos. La inclusion de
ambos linajes de VIB en la vacuna proporcionaria un beneficio directo cada vez que una gran
cantidad de cepas circulantes no coincidan con el linaje elegido en la vacuna trivalente ya sea por
una prediccién incorrecta o porque ambos linajes circulan en un grado significativo (Ambrose and
Levin 2012). Ademas, en temporadas en las cuales la circulacion del VIB es minima o cuando no
coincide con la cepa en la vacuna trivalente, la inmunizacibn con una vacuna cuatrivalente
proporciona beneficios al individuo al aumentar su propia inmunidad a ambos linajes con potencial
benéfico para temporadas posteriores y para la poblacién. La inmunidad acumulada podria ser
mas relevante en VIB que en VIA debido a que evolucionan mas lento (Ambrose et al. 2008).

Un paso critico en la produccién a gran escala de las vacunas inactivadas contra el virus Influenza
es el desarrollo de virus candidatos de alto crecimiento o rendimiento mediante el reordenamiento
clasico (Le et al. 2015). En el desarrollo de virus con reordenamientos se ha empleado la técnica
de genética reversa basada en el rescate de virus infecciosos de plasmidos transfectados que
codifican para los ocho segmentos génicos de Influenza. Los genes que codifican para las dos
glicoproteinas de superficie (HA y NA) provenientes del virus silvestre y los otros seis segmentos
genéticos internos provenientes del virus donante se clonan en ocho plasmidos diferentes y
posteriormente se transfectan células. Utilizando un sistema de ocho plasmidos, la genética
reversa se ha aplicado con éxito para crear reordenamientos de VIB (Hoffmann et al. 2002). Las
cepas del VIA que se usan en la fabricacion de vacunas son reordenamientos 6+2 con alto
rendimiento de crecimiento y contienen los genes HA y NA de las cepas objetivo. Para coinfectar
se utiliza la cepa modificada A/PuertoRico/1934 H1IN1 llamada PR8 que contiene seis genes del
virus Influenza menos los genes de HA y NA que son aportados por las cepas estacionales
seleccionadas. PR8 tiene un perfil de seguridad favorable para ser utilizado en humanos y replica
con altos titulos en huevos embrionados y células. Para generar los virus reordenantes, los
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huevos embrionados son coinfectados con PR8 y con las cepas vacunales estacionales. La
seleccién de los virus apropiados que seran candidatos para la generaciéon de vacunas se realiza
mediante amplificaciébn en presencia de anticuerpos dirigidos contra HA y NA PR8. Luego de la
seleccidn, los virus son clonados y secuenciados para su confirmacion. Los VIB incluidos en las
vacunas generalmente son de tipo silvestre, aunque se han utilizado reordenamientos de estos
virus cuando las propiedades de crecimiento viral de la especie silvestre es subéptima (Wong and
Webby 2013; Nogales and Martinez-Sobrido 2016). Aunque la genética reversa es una
herramienta invaluable en el estudio de la biologia de los virus Influenza, vale la pena sefalar que
el reordenamiento clasico ofrece ventajas en el desarrollo de virus candidatos para la produccion
de vacunas contra la influenza. El reordenamiento clasico se realiza completamente en huevos
embrionados, lo que permite la selecciébn de combinaciones de genes y variantes virales (o
mutaciones menores) que maximizan el potencial de crecimiento viral en el sustrato (Le et al.
2015). Por ejemplo, al comparar los dos métodos en el desarrollo de virus candidato de la cepa
pandémica de VIA 2009, se informé que ambos métodos eran capaces de generar
reordenamientos con un tiempo de preparacién similar. Sin embargo, los reordenamientos
producidos por el método clasico produjeron mayores rendimientos en huevo y fueron los virus
candidatos preferidos por la mayoria de los fabricantes de vacunas. La configuracién génica fue
5:3 (cinco genes internos del virus donante y tres segmentos génicos: HA, NA y PB1 del virus
silvestre A/California/07/2009) (Robertson et al. 2011).

Se ha demostrado que los adyuvantes mejoran la respuesta inmune provocada por un antigeno y
podrian ser utilizados para mejorar la inmunogenicidad de las vacunas inactivadas y para reducir
la dosis vacunal y la cantidad de administraciones. Actualmente, la FDA ha aprobado licencia para
el uso de algunos adyuvantes en la fabricacion de vacunas de Influenza como ser las sales de
aluminio (alumbre), sistemas de emulsion de aceite escualeno en agua, MF59 (Wadman 2005,
Laboratorio Novartis) y AS03 (Laboratorio GlaxoSmithKline). Sin embargo, la mayoria de las
vacunas disponibles no contienen adyuvantes debido a que estan bajo investigacién (Wong and
Webby 2013; Nogales and Martinez-Sobrido 2016).

Las vacunas vivas atenuadas se desarrollaron en la década de 1960 mediante el pasaje de los
virus en huevos embrionados utilizando condiciones de temperatura subdptimas. Su
administracién intranasal imita la ruta natural de la infeccién por virus induciendo una respuesta de
anticuerpos mas duradera y pudiendo ser administrada en nifios de 2 a 7 afios de edad (Wong
and Webby 2013; Nogales and Martinez-Sobrido 2016). Las cepas resultantes mostraban tener
fenotipos sensibles a la temperatura, adaptadas al frio o atenuadas cuando eran crecidos luego a
25°C pero no a las temperaturas que se encuentran en las vias respitorias inferiores que es mayor
a 35°C. Debido a que estos fenotipos restringian la replicacién del virus a la parte superior de las
vias respiratorias podian inducir respuestas inmunoldgicas protectoras locales (Nogales and
Martinez-Sobrido 2016). Mas recientemente, con el desarrollo de la genética reversa ha sido
posible clasificar los segmentos virales clonados y elegir las cepas que seran utilizadas como
candidatos en la produccion vacunal y esta metodologia de adaptacién al frio y de mutaciones
atenuadas ha sido ampliamente empleada para la produccién de las vacunas vivas atenuadas (Jin
et al. 2012). Este tipo de vacunas esta disponible en Estados Unidos desde el 2003 bajo la marca
comercial FluMist y es administrado por via intranasal. La ventaja de esta administraciébn con
respecto a los virus de vacunas inactivadas es que al aplicarse en la mucosa nasal se puede
generar una inmunidad local, generando anticuerpos, reactividad cruzada y una respuesta inmune
de mayor duracién. Las cepas de estas vacunas consisten en seis genes internos que son
brindados por un virus donante atenuado y las dos glicoproteinas de superficie HA y NA que son
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seleccionadas de los virus estacionales circulantes y estas cepas reordenantes son generadas por
reordenamiento clasico en huevos embrionados como en el caso de las cepas inactivadas o por
genética reversa (Nogales and Martinez-Sobrido 2016). A partir de la temporada 2019-2020, los
cuatro virus utilizados en las vacunas estacionales son derivados Unicamente de células,
convirtiéndola en una vacuna sin huevos (CDC 2019). Debido a los problemas de efectividad de la
vacuna FluMist que han surgido en las Ultimas tres temporadas (2013-2014, 2014-2015 y 2015
2016), destaca la importancia critica de la inversion continua en el desarrollo de vacunas vivas
atenuadas mas eficaces. Con respecto a esto se han demostrado que mutaciones analogas en las
subunidades de las proteinas PB1 y PB2 generan virus estables con un fenotipo atenuado como
ocurre con cepas de VIA. (Santos et al. 2017).

Las técnicas de genética reversa han permitido generar virus Influenza recombinantes vy
proporcionan una tecnologia poderosa para el desarrollo de vacunas tanto inactivadas como vivas
atenuadas en vivo pudiendo seleccionar cepas para la generacién de vacunas mas seguras y
efectivas (Nogales and Martinez-Sobrido 2016).

13.2. Nuevas tecnologias de suministro y fabricacion

Es probable que las mejoras en la vacuna de la gripe se produzcan mediante el desarrollo de
distintas plataformas; se estan investigando varias tecnologias de fabricacién que incluyen el uso
de antigenos de HA expresados o vectorizados y/o la seleccion de diferentes antigenos virales
(Wong and Webby 2013).

Una tecnologia relativamente avanzada que esta siendo utilizada para fabricar vacunas de
Influenza es el sistema de vectores de expresion de baculovirus (BEVS del inglés Baculovirus
Expression Vector System). Los baculovirus son virus de ADN que infectan insectos,
especificamente a los de la especie lepidépteros. FluBlok (Protein Science), es una vacuna
trivalente recombinante de HA derivada de células patentadas de insectos SF9 (ExpresSF) de la
compafiia y que ha sido aprobada por la FDA para su uso en personas entre 18 y 49 afios. Debido
a que la produccion ocurre en células de insecto, la HA recombinante obtenida no se divide en sus
dos subunidades por lo que retiene todos los dominios antigénicos y se obtienen dosis mas altas y
se espera que tenga una inmunidad comparable a la inducidad por las vacunas trivalentes
convencionales. Las principales ventajas de este sistema son la escalabilidad y la rapida
produccién sin embargo no es tan eficaz en nifios menores de 5 afios (King et al. 2009; Baxter et
al. 2011; Treanor et al. 2011). También se ha explorado generar vacunas contra Influenza en casi
todos los sistemas virales vectorizadas. Adenovirus, poxvirus, parainfluenza y los sistemas de
alfavirus se estan utilizando para desarrollar vacunas, aunque la mayoria no han avanzado mas
alla de los estudios preclinicos. Resumidos en (Wong and Webby 2013).

Las particulas similares a virus (VLP del inglés Viral-like particules) son esencialmente particulas
virales con un "nudcleo hueco" formadas por la expresion y el autoensamblaje de una Unica
proteina estructural viral. Estas particulas conservan la morfologia y la antigenicidad pero son
incapaces de replicar debido a que no contienen genoma (Wong and Webby 2013). En el caso del
virus Influenza, estas particulas son a menudo producidas por la co-expresion de HA, NA, M1 y
algunas veces M2 sin embargo HA y NA son suficientes para la produccion de estas particulas
(Latham and Galarza 2001; Chen et al. 2007a). La facilidad de manipulacion es una de las
principales ventajas de la plataforma y desde la perspectiva de fabricacion se pueden producir
rapidamente y son rentables, seguras y escalables. Aunque son prometedoras, estas vacunas
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siguen con estudios principalmente en animales y con algun estudio de fase Il en humanos (Wong
and Webby 2013).

Aungue no sea una tecnologia nueva, también se estan desarrollando vacunas de ADN para el
control de la gripe. Muchos de los beneficios tedricos de estas vacunas, como ser la rapida
generacion y la facilidad de intercambio de inmundgenos, son atractivos para la produccién, por lo
gue se estan realizando varias formulaciones que se han aplicado a estudios preclinicos.
Resumido en (Wong and Webby 2013).

Como las vacunas actuales ofrecen poca proteccion contra las cepas del virus Influenza debido a
una deriva antigénica impredecible y/o a nuevos subtipos emergentes, estas limitaciones enfatizan
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias vacunales como las vacunas universales que
inducirian inmunidad contra varias cepas de virus de la gripe (Kim et al. 2019). Estudios previos
sugieren gue las proteinas internas conservadas, como la NP y M1, podrian ser buenos antigenos
para una vacuna universal contra la gripe debido al alto grado de homologia que presentan entre
varios virus (Ulmer et al., 1993; Lee et al., 2008; Furuya et al.,, 2010; Fontana et al., 2014;
Baranowska et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que los linfocitos T citotéxicos (CTL por
su sigla en inglés Cytotoxic T Lymphocytes) especificos de virus son importantes mediadores de
la inmunidad de proteccion cruzada contra una amplia gama de virus Influenza (van de Sandt et
al., 2015; Hillaire et al., 2011a, b); y que las células T CD4 y CD8 de memoria residentes en los
pulmones (Tgru del inglés Lung-resident memory), se ha descrito que proporcionan una proteccion
mejorada contra distintas cepas de VIA (Teijjaro et al., 2011; Turner et al., 2014; Wu et al., 2014;
Zens et al., 2016). Investigaciones con vectores de adenovirus recombinantes que codifican la
proteina NP de VIB en ratones sugieren que proporcionarian una amplia proteccion contra los dos
linajes y se demostré que las células T CD8 Tgy en los pulmones son necesarias para la
proteccién y la inmunizacién de la mucosa, estableciendo una completa protecciéon contra la
infeccion del VIB (Kim et al. 2019; Lee et al. 2019).

13.3. Tratamiento y profilaxis con drogas antivirales

El tratamiento y la profilaxis con medicamentos antivirales son otra opcién para el control de la
gripe. Son dos los Inhibidores de la Neuraminidasa (INA) aprobados por la FDA para las
infecciones por el VIB: oseltamivir (Tamiflu, Roche) y zanamivir (Relenza, Glaxo-SmithKline) que
estan dirigidos contra la proteina de superficie viral de NA. La funcién de esta glicoproteina es
escindir a los residuos de acidos sialicos ubicados en la superficie celular, promoviendo la
liberacion de los viriones recién formados. Se obtienen mejores resultados cuando ambos
farmacos son administrados 48 horas después de la infeccion al reducir complicaciones
secundarias y disminucion de la mortalidad (Burnham et al. 2013). Actualmente, la FDA ha
aprobado un nuevo inhibidor llamado baloxavir marboxil que esta dirigido hacia el complejo
polimerasa de los virus Influenza (Mifsud et al. 2019).

Para el disefio de los INA las investigaciones se basaron en la estructura conservada del sitio
activo de la NA (von Itzstein et al. 1993). Estos compuestos interrumpen el ciclo de replicacion del
virus previniendo la liberacion del mismo de las células infectadas y puede interferir con el inicio
de la infeccion (Colman 1994; Matrosovich et al. 2004). Si bien los INA pueden interectuar con
multiples residuos, la evidencia sugiere que lo hacen con un numero limitado de residuos
conservados o semiconservados, que en la NA de los VIB se identificaron como: E119G, D198N,
R152K (McKimm-Breschkin 2002, 2013; Gubareva 2004) como también con R371K, H274Y,
1122T, R292K y N294S (Kamali and Holodniy 2013). Sin embargo, otros estudios sugieren que
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mutaciones en otros residuos de NA también podrian conferir resistencia (Yen et al. 2006). Los
INA que estan dirigidos contra las glicoproteinas de superficie de los VIB son la Unica clase de
medicamentos aprobados para la profilaxis y el tratamiento de pacientes infectados con este virus.
El uso clinico de los cuatro INA disponibles actualmente difieren entre los paises: oseltamivir cuya
administracién es oral y zanamivir que es administrado por inhalaciéon estan aprobados para su
uso en todo el mundo; mientras que el peramivir administrado por via intravenosa esta aprobado
en Japon, Corea del Sur y China y por ultimo el laninamivir administrado por inhalacion sélo esta
aprobado en Japon (Ambrose and Levin 2012).

El Oseltamivir es un profarmaco (fosfato de oseltamivir) administrado oralmente y es el INA mas
recetado. Después del procesamiento por enzimas hepdéticas en su forma activa, carboxilato de
oseltamivir, se distribuye sistémicamente a todos los sitios potenciales de infeccion con una
concentracion plasmética maxima de 350 mcg/L (He et al. 1999). Oseltamivir est4 aprobado para
el tratamiento de la gripe aguda en pacientes a partir de las 2 semanas de edad y mayores;
también estd aprobado para la profilaxis de la gripe en pacientes mayores de 1 afio. EI Zanamivir
es otro farmaco INA aprobado por la FDA. Es administrado por inhalacién a través de un
inhalador, el compuesto activo ingresa directamente en el tracto respiratorio con una
concentracion plasmatica maxima de 17-142 ng/mly esta aprobado tanto para el tratamiento de la
gripe aguda como para la profilaxis en pacientes a partir de los 7 afios de edad (Harper et al.
2009).

Poco después del desarrollo de ambos farmacos, se realizaron mdultiples estudios para establecer
su eficacia clinica contra la gripe en adultos y nifios pero todos estos ensayos utilizaron diferentes
criterios por lo cual no se pudo determinar la eficacia contra las infecciones por el VIB, sin
embargo, estos estudios sugirieron que el oseltamivir era menos eficaz en el tratamiento (Hayden
et al. 1997, 1999b, a; Monto et al. 1999; Treanor et al. 2000; Nicholson et al. 2000; Whitley et al.
2001; Cooper et al. 2003).

Estudios clinicos realizados principalmente en Japon, que es un pais con el mayor uso de INA per
capita se han demostrado que el oseltamivir es menos efectivo en el tratamiento de la influenza B
gue la influenza A principalmente en nifios (Kawai et al. 2006; Sugaya et al. 2007; Sato et al.
2008).

En un estudio con un nimero reducido de pacientes, se demostré que el zanamivir es igualmente
efectivo para las infecciones con Influenza A y B, en términos de porcentajes de pacientes
afebriles después de 24 y 48 horas. Otro estudio con un nimero mayor de pacientes informé que
no hubo diferencias significativas entre pacientes con Influenza Ay B en el porcentaje de afebriles
luego de 24 o 48 horas después de la primera inhalacién con zanamivir. En general, la terapia con
zanamivir fue mas efectivo que el oseltamivir para el tratamiento de la gripe B (Kawai et al. 2008).

Se ha utilizado el meta-andlisis para identificar y poder sacar conclusiones de la eficacia del
oseltamivir de los numerosos informes. Desafortunadamente, estos analisis no se delinearon para
el tratamiento de INA contra la influenza B, pero sugieren que el oseltamivir es efectivo en reducir
la duracién de la enfermedad. Resumidos en (Burnham et al. 2013).

14. Resistencia entre los VIB a los INA

Las NA de los virus de la gripe A y B son estructuralmente similares pero la homologia de

aminoacidos es solo del 30% (Colman 1994). Sin embargo, los 19 aminoacidos que conforman el
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sitio catalitico de esta glicoproteina estan altamente conservados entre todos los VIA y VIB
(Colman et al. 1993). El sitio catalitico incluye los residuos R118, D151, R152, R224, E276, R292,
R371 e Y406, numeracion N2, que tienen una interaccion directa con su sustrato que es el acido
sidlico y los residuos de los alrededores E119, R156, W178, S179, D/N198, 1222, E227, H274,
E277, N294 y E425 que estabilizan al sitio activo (Colman et al. 1983; Burmeister et al. 1992a).
La aparicion de los VIA y VIB resistentes a los INA que conservan su capacidad de causar
enfermedades y de transmitirse de manera eficiente en la poblacidn humana es un importante
problema de salud publica. Estos virus resistentes pueden emerger bajo presion de seleccion de
drogas (Volz et al. 2013) o pueden ocurrir naturalmente sin intervencion farmacoldgica y ambos
estan asociados con sustituciones de aminoacidos en o cerca del sitio activo (Richard et al. 2011).
Las sustituciones de aminoacidos ubicados dentro del sitio activo de la NA no solo podrian reducir
la susceptibilidad de los INA al VIB sino que también afectaria la capacidad replicativa viral que
esta definido como la adaptacion de un virus a un entorno dado. Estas sustituciones podrian
generar virus con una capacidad replicativa similar, salvaje=resistente, con capacidad replicativa
disminuida, salvaje>resistente 0 con una capacidad replicativa mejor, salvaje<resistente
(Baranovich et al. 2011).

Una parte importante de los estudios de vigilancia es la determinacién de la susceptibilidad
antiviral que permite la deteccion de la emergencia y propagacion de nuevas variantes de
Influenza resistentes a los medicamentos. Estos estudios se basan en el analisis estadistico de los
datos obtenidos de un gran numero de muestras de diferentes temporadas y areas greograficas
por lo que pueden proporcionar orientacion para el tratamiento antiviral de la infeccion por
Influenza (Burnham et al. 2013). También estos estudios de vigilancia han demostrado la actividad
de los INA contra la NA de los VIB in vitro e indican baja frecuencia de circulacién de variantes
farmacorresistentes (Hurt et al. 2004; Monto et al. 2006; Escuret et al. 2008; Sheu et al. 2008;
Tashiro et al. 2009; Okomo-Adhiambo et al. 2010). Ensayos de susceptibilidad antiviral de los VIB
derivados de estudios de vigilancia y experimentales han identificado un espectro de sustituciones
de aminoé&cidos que reducen la inhibicion de los INA y que se encuentran ubicados en residuos
conservados de la NA, E119A, R152K, D198E/N/Y, 1222T/V, H274Y, R292K, N294S y R371K
(Jackson et al. 2005; Hatakeyama et al. 2007; Nguyen et al. 2012a, b; Burnham et al. 2013; Leang
et al. 2014). Se observé que los virus que contenian las mutaciones G109E, E119A, D197E y
[222T como también la mutacion R152K en el sitio catalitico eran resistentes al zanamivir.
Mientras que los virus con mutaciones en E105K, G109E, E119A, D197E, 1221V, 1222T, H274Y,
R292K y N294S o con una mutacion en los alrededores del sitio, D198N, o cerca del centro
enzimatico, G402S, eran resistentes al oseltamivir (Ison et al. 2006; Hurt et al. 2006; Hatakeyama
et al. 2007, 2011; Sheu et al. 2008; Oakley et al. 2010; Bastien et al. 2011; Fujisaki et al. 2012;
Garg et al. 2013; Doyle et al. 2013; Kuo et al. 2016). Por ultimo, se identificaron que las
mutaciones E105K, D197E y H273Y (H274Y) son resistentes al INA peramivir (Kuo et al. 2016).
Ademas, estos estudios también evidenciaron que la mutacion D197N (Hatakeyama et al. 2007)
ubicada en los alrededores del sitio catalitico, y la mutacion 1222T (Hatakeyama et al. 2011) se
asocian con una susceptibilidad reducida al oseltamivir y al zanamivir. En estudios de vigilancia,
se aisl6 de un paciente inmunocomprometido después de un tratamiento prolongado con
oseltamivir una cepa de VIB con una nueva sustitucion 1221L, numeracién B en NA, que confiere
una resistencia al oseltamivir (Escuret et al. 2014). Otros estudios de vigilancia realizados durante
2010 a 2015 en Tailandia encontraron sustituciones aminoacidicas en el gen de la NA en
posiciones A395E/V/T/D/S, A245S y K360R, en el sitio catalitico de la NA, D151N/G, y en residuos
de los alrededores, 1222T/V. Se identifico para el clado 1 del linaje B/Victoria la mutacion A395E y
para el clado 2 del linaje B/Yamagata se identificod la mutacion D197N, ambas resistentes al
oseltamivir. Por otro lado, la mutacion A395E ubicada fuera del sitio activo de NA esta asociada
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con una reduccién en la susceptibilidad al oseltamivir y al peramivir (Leang et al. 2014; Tewawong
et al. 2017b).

Los aislamientos clinicos identificados de pacientes que han sido sometidos a tratamiento con INA
proporcionan evidencia directa del desarrollo de resistencia a estos inhibidores y por lo tanto son
de particular importancia desde una perspectiva de salud publica. Informaciéon sobre la edad del
paciente, el estado inmunocompetente, el inicio y la duracion del tratamiento antiviral y la
presencia de contactos familiares cercanos infectados son parametros importantes para
comprender la frecuencia de generacion y la transmisibilidad de los VIB con susceptibilidad
reducida a los INA (Burnham et al. 2013).

15. Vigilancia

La red de vigilancia mundial de Influenza de la OMS (GISN, del inglés WHO Global Influenza
Surveillance Network) estd conformado por 4 centros colaboradores (CCs, del inglés Collaborating
Centers), 4 laboratorios regulatorios y 141 Centros Nacionales de Influenza, CNI (NICs, del inglés
National Influenza Centers) en mas de 107 paises o Estados. Esta red de vigilancia tiene como
objetivo la recopilacion de datos para el proceso de seleccién de las cepas vacunales. Los
estudios de vigilancia de esta red también ayudan a comprender la evolucién del virus por ejemplo
detectar nuevas variantes o virus, como también patrones de circulaciébn y comprender su
epidemiologia en diferentes areas geograficas. Cada CIN recolecta y analiza muestras de virus
estacionales para comunicar los resultados al Centro Colaborador de Referencia e Investigacion
sobre Influenza de la OMS que le corresponda. Existen cuatro centros que pertenecen a la red: (1)
CDC en Atlanta, Estados Unidos (CDC del inglés Centers for Disease Control and Prevention); (2)
El Instituto Nacional de Investigacion Médica en Mill Hill, Reino Unido; (3) GISN en Melbourne,
Australia y (4) El Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas en Tokio, Japén (Wong and
Webby 2013; Nogales and Martinez-Sobrido 2016; WHO 2019).

El foco de vigilancia del virus Influenza es la glicoproteina HA debido a que es el principal
componente de las vacunas contra la gripe que estan actualmente autorizadas y ademas porque
genera respuestas inmunes neutralizantes protectoras (Nogales and Martinez-Sobrido 2016). De
acuerdo a las pautas de la OMS, se establecen dos sistemas de vigilancia del virus Influenza a
través de personas que presentan sintomas similares a la Influenza o ETI (ILI, del inglés Influenza-
Like lliness) y a través de pacientes hospitalizados con enfermedades respiratorias agudas graves
0 IRAG (SARI, del inglés Severe Acute Respiratory lliness) (WHO 2020a). Un paciente con ETI se
define como cualquier persona con fiebre repentina mayor a 38°C y con tos o dolor de garganta
en ausencia de otro diagnéstico (Yu et al. 2013). La definicion de los pacientes con IRAG varia
segun las edades. Un paciente mayor a 5 afios se define con IRAG si, al ingresar o durante el
ingreso, presenta una fiebre repentina mayor a 38°C y tos o dolor de garganta, asi como también
taquipnea (frecuencia respiratoria mayor o igual a 25/min) o disnea (dificultad para respirar). Un
paciente con menos de 5 afios se define como IRAG si, al ingresar o durante el ingreso, presenta
un inicio agudo de tos o disnea, y al menos uno de los siguientes sintomas: taquipnea (la
frecuencia respiratoria varia segun las edades dentro de esta franja), incapacidad para beber o
amamantarse, vomitos, convulsiones, letargo o inconsciencia (Peng et al. 2015).

La producciéon de la vacuna contra Influenza es un desafio debido al tiempo de espera que se
necesita para identificar las cepas virales predominantes que se encuentran circulando y el tiempo
de produccion necesario para la fabricacion de la vacuna. Los CNIs realizan el aislamiento viral de
muestras obtenidas de pacientes para identificar los virus circulantes y determinar si son capaces
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de crecer eficientemente en cultivo. Normalmente, los virus Influenza son aislados utilizando
células MDCK (MDCK por su sigla en inglés Madin Darby Canine Kidney), en lugar de huevos
embrionados debido a que se ha informado tasas de aislamiento mas elevadas especialmente
para las cepas del tipo H3N2 del VIA. Aunque la mayoria de los virus de la gripe se aislan de
células de mamiferos, los virus deben ser cultivados y crecidos en huevos embrionados para la
fabricacion de vacunas debido a las regulaciones existentes. Hoy en dia, las cepas vacunales se
seleccionan entre 7 a 9 meses antes de la temporada en la que seran utilizados. La
recomendacién para las cepas incluidas en la composicién vacunal para el hemisferio norte debe
realizarse en el mes de febrero para dar tiempo a la produccion de casi 300 millones de dosis que
seran utilizadas para la temporada invernal en octubre/noviembre. Por otra parte, para el
hemisferio sur las recomendaciones deben realizarse en setiembre para tener vacunas
disponibles en marzo/abril del afio siguiente (Nogales and Martinez-Sobrido 2016). El largo
proceso de produccién de vacunas es en gran parte causado por el uso de huevos embrionados
en las tecnologias de produccién de las vacunas y esta duracidn crea una ventana de
oportunidades para que surjan nuevas variantes de virus que a menudo resulta en una
disminucion de la eficacia de la vacuna (de Jong et al. 2000).

Todos los CNIs que pertenecen al GISN realizan la vigilancia de acuerdo con los estandares
globales de la OMS e informan el nimero total de muestras analizadas y de positivos en una
plataforma en linea de acceso abierto llamada FluNet que esta monitoreada por la Organizacion
Panamericana de la Salud (PAHO, del inglés Pan American Health Organization) y la OMS. Esta
plataforma fue lanzada por primera vez en 1997 y los datos son actualizados semanalmente
estando disponibles a todo el publico, los resultados se presentan en varios formatos, incluyendo
tablas, mapas y graficos (Palekar et al. 2019; PAHO 2020; WHO 2020b).

Toda esta informacion es critica para monitonear la circulacién de los virus a nivel mundial e
interpretar los datos epidemiolégicos (Palekar et al. 2019). Por lo que, identificando las
trayectorias evolutivas y prediciendo futuras mutaciones ayudaria a realizar recomendaciones de
cepas mas eficientes para las vacunas antes que una variante pudiera causar un brote de
Influenza (Chen et al. 2016). El éxito de las campafias de vacunacion actuales contra Influenza
depende fuertemente de la extensiva vigilancia y de los recursos de fabricacion para asegurar la
entrega oportuna de la vacuna. Algunos de los puntos vulnerables son: (1) eficacia variable de las
vacunas en poblaciones especificas debido a que son poco inmunogénicas y no inducen una
respuesta de anticuerpos a largo plazo, (2) variabilidad de los virus por lo que la coincidencia entre
las cepas vacunales y las circulantes es critico, (3) tiempo de produccion y limitaciones de
fabricacion y (4) disponibilidad limitada de las vacunas en paises con recursos limitados (Wong
and Webby 2013).

16. Diagndstico

El personal de salud en los centros centinelas recoge muestras y las envian a los CNIs para
realizar pruebas diagnéstico y evaluar la presencia del virus Influenza. En 2013, el CC de la OMS
en Estados Unidos comenzo a proporcionar sin cargo kits moleculares de deteccién para el linaje
del VIB en los paises de Latino América (Palekar et al. 2019).

En Uruguay, el Centro Nacional de Referencia de Influenza, CNI (NIC, por sus siglas en inglés)

esta ubicado en la Unidad de Virologia del Departamento de Laboratorios de Salud Publica en el

Ministerio de Salud, en el cual son detectados también otros virus respiratorios no relacionados

con Influenza. La vigilancia a nivel nacional se realiza anualmente en 6 centros centinelas de ETI
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e IRAG estratégicamente seleccionados. Por otro lado, la vigilancia epidemiolégica del virus
Influenza es llevada a cabo por el Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud.

Nuestro pais tiene un clima calido, donde los brotes con virus respiratorios generalmente ocurren
en el periodo de otofio-invierno, entre los meses de abril y octubre.

Los datos virologicos procesados de muestras biolégicas provenientes de pacientes con ILI o
SARI se basan en la deteccion de antigenos mediante inmunofluorescencia y la deteccion del
genoma viral mediante PCR en tiempo real para el virus Influenza y mediante PCR a tiempo final
para otros virus respiratorios, incluidos el virus respiratorio sincitial, adenovirus, paramixovirus y
metapneumovirus. Las muestras que son positivas para el VIA o para VIB se aislan en cultivos
celulares para su caracterizacion antigénica. También un porcentaje de las muestras positivas se
envian al Centro Internacional de Colaboracion ubicado en los Estados Unidos (CDC, Atlanta)
para confirmar su caracterizacion y realizar las pruebas antivirales. La informacion virologica se
ingresa en el sistema en linea del Departamento de Laboratorios donde estan documentadas
todas las muestras respiratorias recibidas. Toda esta informacion virolégica como también la
informacion epidemioldgica se ingresa en una base de datos en linea de pacientes con IRAG. Asi
mismo, la informacion viroldgica de lo analizado se ingresa en la plataforma GISAID (del inglés,
Global Initiative on Sharing All Influenza Data) (https://www.gisaid.org/). Esta plataforma permite el
rapido intercambio de secuencias, datos clinicos, epidemioldgicos y geograficos para ayudar a los
investigadores a comprender como evolucionan y se propagan los virus (Shu and McCauley
2017).

53


https://www.gisaid.org/

17.

Objetivos

17.1. Objetivo general

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristicas epidemiologicas y filogenéticas de
los virus influenza B que circularon en Uruguay durante los afios 2012-2019.

1)

2)

3)

4)

17.2. Objetivos especificos

Estudiar el grado de variabilidad genética de los genes de Hemaglutinina y Neuraminidasa de
los virus Influenza B.

Determinar los grupos de edad asociados tanto con los linajes de VIB como con el tipo de
vigilancia.

Comparar la participacion y la distribucion de los subtipos de los virus Influenza A que han
circulado en Uruguay.

Determinar las relaciones genéticas entre las cepas circulantes en Uruguay y la regién con las
cepas vacunales utilizadas en Uruguay.
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18. Materiales y métodos

18.1. Vigilancia Influenza y recoleccion de muestras

El Centro Nacional de Influenza (CNI) ubicado en Montevideo, Uruguay, en la Unidad de Virologia
del Departamento de Laboratorios de Salud Publica, Ministerio de Salud, es el Laboratorio de
Referencia para Influenza y otros virus respiratorios. Uruguay es un pais con un clima calido,
donde los brotes provocados por virus respiratorios ocurren principalmente en el periodo otofio-
invierno, entre los meses de abril a octubre. El sistema de vigilancia virolégica se basa en el
muestreo durante todo el afio y se lleva a cabo en seis centros centinela, incluidos cinco
hospitales generales y un hospital infantil ubicados estratégicamente en diferentes regiones del
pais.

Los aspirados nasofaringeos o los hisopos nasales obtenidos de 5.299 pacientes hospitalizados
con infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) asociada con influenza y 455 pacientes
ambulatorios con evidencia clinica de enfermedad similar a la influenza (ETI) se recolectaron entre
el aflo 2012 y hasta la semana epidemioldgica 45, 9 de noviembre, del afio 2019. La vigilancia de
ILI se implement6 en 2017 donde los seis centros centinela ETI fueron los mismos que los de la
red de vigilancia IRAG existente.

18.2. Métodos estadisticos

Los andlisis de datos epidemioldgicos y estadisticos se realizaron en base al total de muestras
recibidas y procesadas y al total de muestras VIB positivas y con linaje determinado. Todos los
andlisis se realizaron utilizando el programa Epidat version 4.1 (www.sergas.es/Saude-
publica/EPIDAT) (Santiago Pérez et al. 2010), y los programas STATA y Excel.

La prueba de Chi cuadrado se aplicé para evaluar las diferencias en porcentaje de positividad
entre los grupos comparados. Un valor de p <0.05 se consideré estadisticamente significativo. La
proporcion de positivos de VIB entre las muestras positivas del virus Influenza se determiné en
todos los afios y para los dos programas de vigilancia por separado. La proporcién del linaje
B/Victoria y del linaje B/Yamagata que circularon cada afio también fueron determinadas para
aquellas muestras que estaban tipificadas.

Las comparaciones de la distribucién de ambos linajes de VIB por edad se realizaron mediante la
prueba de Chi-cuadrado de Pearson y la prueba de mediana. Un valor de p <0.05 se consideré
estadisticamente significativo. Ademas, se examiné la proporcién de cada linaje de VIB en los
diferentes grupos etarios.

18.3. Deteccion molecular de VIB

18.3.1. Extraccién de ARN y ensayos RT-PCR en tiempo real

El ARN fue extraido a partir de 140 uL de muestra clinica mediante el uso del kit comercial
QlAamp® Viral RNA mini kit (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. La muestra fue
primeramente lisada bajo condiciones desnaturalizantes para eliminar posibles RNAsas y
asegurar el aislamiento del ARN intacto. Para ello se coloc6 en un eppendorf con 560 uL de buffer
de lisis (Qiagen) y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Los siguientes pasos de
extraccion se realizaron de manera automatizada en un equipo QIACube (Qiagen) en donde el
producto eluido tuvo un volumen final de 60 uL. EI ARN extraido se conservd a — 80 °C hasta el
momento de realizar la amplificacion.

55


http://www.sergas.es/Saude-publica/EPIDAT
http://www.sergas.es/Saude-publica/EPIDAT

Dado que la subtipificacién de los VIB se implementd desde el afio 2015 en el CNI en Uruguay, en
este trabajo se analizaron todas las muestras disponibles tipificadas previamente como positivas
para VIB correspondientes al periodo 2010-2014 para diferenciar los linajes B/Victoria y
B/Yamagata a través de una RT-PCR en tiempo real (del inglés, rtRT-PCR, “real time Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction”). La amplificacion de la regién del gen de la HA fue
llevada a cabo con el sistema de RT-PCR en tiempo real de un solo paso Invitrogen SuperScript®
Il Platinum® de acuerdo con las instrucciones del fabricante, en un termociclador Applied
Biosystems® One-Step Plus (Applied Biosystems, EE. UU.) y utilizando unos cebadores
especificos provistos por el Centro Colaborador Internacional (CDC, EEUU) a través del programa
Internacional de Recursos de Reactivos (IRR, https://www.internationalreagentresource.org) (WHO,
2017).

Brevemente, se prepar6 una mezcla de reaccién conteniendo cebadores y sondas apropiadas, y
se distribuyeron 20 uL de esta mezcla en cada pocillo de una placa y posteriormente se afiadieron
5 uL de cada ARN obtenido. En cada ensayo, se incluyeron controles negativos (utilizando agua
en lugar de &cido nucleico) y positivos (extractos de acidos nucleicos de cepas de referencia) asi
como un control positivo interno para el gen de la RNAsa P de origen humano. La reaccién de
rnRT-PCR en un solo paso fue llevada a cabo en un termociclador de Applied Biosystems
StepOne Plus (Applied Biosystems, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron las siguientes condiciones: Transcripcion reversa por 30 minutos a 50°C, activacion de la
enzima Tag polimerasa durante 10 minutos a 95°, 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante
15 segundos e hibridacién de los cebadores a 55°C durante 30 segundos. Los resultados se
analizaron utilizando el software de Applied Biosystems StepOne Plus version 2.1. y la
interpretacion de los resultados se realiz6 de acuerdo al protocolo estandarizado de la
Organizacién Mundial de la Salud, 2011 (WHO, 2011).

18.3.2. PCR Convencional y electroforesis

Con el fin de secuenciar los genes de las glicoproteinas de superficie HA y NA del VIB, a partir del
ARN viral extraido se realizaron dos RT-PCR convencionales. En ambas amplificaciones se
utilizaron controles negativos y controles positivos. Posteriormente, los productos de PCR fueron
almacenados a -20°C hasta realizarse las corridas electroforéticas.

Para el gen HA, se realiz6 la amplificacion de la region HAL utilizando el kit comercial SS IlIl One-
Step RT-PCR System with Platinum™ Taq High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen). Las
condiciones de los ensayos y los cebadores utilizados fueron de acuerdo a las recomendaciones
de la OMS publicadas en 2017 (WHO, 2017). La mezcla de reaccién de 50 uL de volumen final
contenia 25 uL de una solucién tampon 2X, 1.5 uL de cada cebador de concentracién 10 uM, 1 uL
de la mezcla de enzimas (Taq ADN polimerasa y Transcriptasa reversa), 15.5 ul de Agua libre de
RNAsas y 5 uL de extracto de ARN viral. La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo en un
termociclador T100 Biorad con las siguientes condiciones: Una transcripcién reversa a 42°C
durante 30 minutos y 50°C durante 10 minutos, 1 ciclo de pre-desnaturalizacion a 94°C durante 2
minutos, 40 ciclos de (desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacién de los
cebadores a 50°C durante 2 minutos y extension a 68°C durante 30 segundos), 1 ciclo de
extension final a 68°C durante 10 minutos.

Para el gen NA, se utiliz6 un set de cebadores especificos previamente disefiados, con el fin de
amplificar una regién parcial del gen (a partir del primer nucleétido hasta el nucleétido 1.273 del
gen de la NA de VIB). La mezcla de reaccion de 50 uL de volumen final contenia 25 uL de una
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solucion tampén 2X, 1 uL de cada cebador de concentracion 10 uM (anti-sentido
5" AACACCTGTGACAGTGTCCC3" y sentido 5 CGCATCAAATGTTCAGGCTG3), 1 uL de
SuperScript® One-Step RT-PCR with Platinum®Taq (Invitrogen), 17 uL de Agua libre de RNAsas y
5 uL de extracto de ARN viral. La reaccion de RT-PCR se llevé a cabo en un termociclador
Biometra con las siguientes condiciones: 1 ciclo de 50°C durante 30 minutos, 1 ciclo de inicial a
94°C durante 2 minutos, 35 ciclos de (desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, hibridaciéon de
los cebadores a 54°C durante 1 minuto y extension a 72°C durante 2 segundos), 1 ciclo de
extension final a 72°C durante 10 minutos.

Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer
TBE 0,5X (0,45 M Tris-Borato; 0,001 M EDTA; pH 8.0) utilizando GelRed™ (Biotium, Hayward,
CA, EE.UU.) como agente intercalante de ADN. Se sembraron en cada pocillo 10 uL de cada
producto amplificado con 1.5 pL del buffer de carga de DNA Loading Buffer Blue (Bioline). Se
utilizé como marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb), HyperLadder™ 1kb
(Bioline). La visualizacion de las bandas se realizdé con la exposicion del gel a luz ultravioleta a
través de un transiluminador. El tamafio esperado de las bandas amplificadas con los
oligonucleétidos fue de 1.340 pb para HA 'y 1.218 pb para NA.

18.3.3. Purificacion de bandas y secuenciacién

Se realiz6 extraccion y purificacion de ADN, amplificado por la PCR convencional, a partir de los
geles de agarosa utilizando el kit comercial de extraccion, PureLink® Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los productos de PCR purificados de los genes de HA y NA fueron enviados a secuenciar a
Macrogen, Korea y al instituto Pasteur en Montevideo, Uruguay, utilizando los equipos de
secuenciacion 3730XL y ABI3500 respectivamente (Applied Biosystems, California, EE.UU). Los
electroferogramas obtenidos fueron revisados y editados utilizado el programa SegMan de
Lasergene (DNASTAR, Inc, Madison, WI, USA). Luego de la edicién, dichas secuencias consenso
fueron analizadas con BLAST GenBank (Benson et al. 2018) y fueron nombradas como
B/Uruguay seguida por el nimero identificatorio de la muestra y el afio de la toma.

18.3.4. Datos de secuencias y andlisis filogenéticos de los genes HA 'y NA de VIB

Las secuencias nucleotidicas obtenidas mediante la edicidn con el programa SegMan (DNASTAR,
Inc, Madison, WI, USA), fueron alineadas utilizando el método iterativo Muscle (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) y analizadas filogenéticamente utilizando el programa MEGA 6.0
(Tamura et al. 2013) por métodos basados en distancia y calculadas segun el algoritmo de Kimura
dos parametros como modelo de sustitucion nucleotidica (Kimura 1980). Ademas de las muestras
mencionadas anteriormente, para los analisis filogenéticos de ambos genes se incluyeron cepas
del VIB aisladas en el pais y en la region durante el afio 2010.

Ademas de las secuencias obtenidas en este estudio, se descargaron e incluyeron en los analisis
filogenéticos otras secuencias de Uruguay y de los paises de la regién (Argentina, Brasil, Chile y
Paraguay) que se encuentran disponibles en la base de datos GISAID y que pertencen al periodo
2010-2019. Fueron incluidas también las cepas vacunales recomendadas por la OMS para el
Hemisferio Sur entre los afios 2010 al 2019 inclusive (WHO, 2020). Las secuencias de nucleétidos
de los genes parciales HA y NA de VIB obtenidas en Uruguay se depositaron en la base de datos
GISAID (www.gisaid.org), los nimeros de acceso para las secuencias uruguayas obtenidas en
este estudio se encuentran en el Anexo 1.

57


http://www.gisaid.org/

Con un conjunto de datos de alrededor de cien secuencias para cada gen, se generaron arboles
filogenéticos utilizando el algoritmo del “vecino mas préximo” (neighbor-joining en inglés), el cual
es un método con una buena aproximacién heuristica para encontrar el mejor arbol realizando
bdsquedas secuenciales de los vecinos. Como soporte del analisis filogenético se utilizé el
bootstrap; se fijé el valor en 1.000 réplicas con lo que el software realizé6 muestreos aleatorios con
reemplazo a partir de dicho parametro, revelando al final del andlisis una filogenia consenso con
un valor porcentual que indica la cantidad de veces en que cada nodo del arbol se presenté en las
matrices remuestreadas. Se consideraron valores de bootstrap por encima del 70% (Felsenstein
1985). Para la visualizacion y la edicion de los arboles filogenéticos, se utiliz6 el programa FigTree
version 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

18.3.5. Variaciones en secuencias aminoacidicas y sitios de glicolisalicion

Las variaciones en las secuencias aminoacidicas y los sitios de glicosilacion fueron obtenidos a
partir de la edicibn de las secuencias nucleotidicas obtenidas para los linajes B/Victoria y
B/Yamagata utilizando como referencia las cepas vacunales B/Brisbane/60/2008 vy
B/Phuket/3073/2012 respectivamente. Para este fin se utilizaron los programas Aminoacid
difference (aadiff) y Glycosylation Site Calculator (gs) que se encuentran dentro del paquete
informético que provee la OMS a los CNis.
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19. Resultados

19.1. Deteccién molecular de los VIB circulantes en Uruguay

Para identificar el linaje del VIB, se analizaron 226 muestras de cepas que circularon en Uruguay
durante el periodo comprendido entre los afios 2012 y 2019, para estos andlisis también se
incluyeron algunas secuencias que fueron obtenidas de cepas que circularon en el afio 2010 en
Uruguay. El subtipo de VIB se revel6 utilizando la técnica rtRT-PCR detectandose 114 muestras
pertenecientes al linaje B/Victoria y 103 muestras al linaje B/Yamagata. Las 9 muestras restantes
no pudieron subtipificarse. Se seleccionaron al azar 45 muestras para realizar los analisis
genéticos y filogenéticos de las dos glicoproteinas HA y NA.

19.1.1. Analisis Filogenético. Gen HA

De las muestras seleccionadas, se obtuvieron 42/45 secuencias completas de la region HA1 del
gen HA y para los andlisis filogenéticos se incluyeron 31 secuencias adicionales de cepas
uruguayas que se encuentran en la base de datos GISAID. Por lo tanto, para estos analisis se
trabajo con un set total de 73 secuencias de la regiébn HA1 de las cuales 38 pertenecian al linaje
B/Victoria y 35 al linaje B/Yamagata.

Los andlisis filogenéticos para la region HA1 del gen HA muestran que las cepas del linaje
B/Victoria que circularon en Uruguay a partir del afilo 2012 se clasificaron principalmente en el
clado 1A cuya cepa representativa es la B/Florida/78/2015. Por otro lado, las secuencias
obtenidas de muestras del afio 2010 indican que el clado circulante de B/Victoria fue el 1B
representado por la cepa de referencia B/Montana/05/2012. Las muestras de Uruguay
correspondientes al afio 2010 pertenecieron al clado 1B y se agruparon con otras cepas aisladas
en los paises de la regién también ese mismo afio y a la cepa de referencia B/Montana/05/2012.
Posterior al afio 2010, cepas de este clado no volvieron a circular en el pais. Por otro lado, tanto
las cepas del clado 1A que circularon del 2012 al 2017 y también en el afio 2019 se agruparon con
cepas de paises de la regién y con la cepa B/Brisbane/60/2008 utilizada en las recomendaciones
vacunales de los afios 2010, 2011, 2012, 2016 y 2017. Ademas las cepas que circularon en
Uruguay y en la region a partir del afio 2015 se agruparon con las vacunales B/Colorado/06/2017
y B/Washington/02/2019 ambas pertenecientes al clado 1A que fueron recomendadas para ser
utilizadas en las vacunas de los afios 2019 y 2020 respectivamente. En el afio 2018 a diferencia
de otros paises de la region, no hubo circulacién de B/Victoria en Uruguay. En la parte superior del
arbol filogenético que se muestra en la Figura 13, se puede observar el sub-clado 1A1 en el cual
se agrupan junto con la vacunal B/Colorado/06/2017 las cepas que circularon en la region en los
afios 2017 y 2018 y las cepas aisladas en el afio 2019 tanto en Uruguay como en la regién. Este
sub-clado tiene la particularidad de tener dos deleciones en las posiciones 162 y 163 en la region
HAL de la HA ademas de otras mutaciones. Todo este sub-clado 1A1 estd muy relacionado con la
cepa vacunal B/Washington/02/2019 sugerida para el afio 2020 que contiene una triple mutacién
en la region HAL de la HA en las posiciones 162 a 164. Si bien las muestras del linaje B/Victoria
gue circularon en el afio 2017 en Uruguay no presentan estas deleciones y mutaciones y se
agrupan en un sub-clado separado también estan relacionadas genéticamente con las vacunales
B/Colorado/06/2017 y B/Washington/02/2019. (Figura 10).

Los andlisis filogenéticos para la region HA1 del gen HA muestran que las cepas del linaje
B/Yamagata que circularon en Uruguay se clasifican en los clados 2 y 3. Las muestras del linaje
B/Yamagata que circularon en el pais y las cepas seleccionadas de paises de la region de los
afios 2010, 2014, 2015, 2017, 2018 y 2019 se agruparon en el clado 3 junto con
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B/Wisconsin/01/2010 y B/Phuket/3073/2013 recomendadas como candidatas vacunales en el afio
2013 y en los afios 2015 y 2018 respectivamente. Por otro lado, las muestras del linaje
B/Yamagata que circularon en el afio 2012 en Uruguay, se agruparon en el clado 2 junto a otras
cepas de paises de la region del mismo afio y afios posteriores y también junto a la cepa
B/Massachusetts/02/2012 utilizada en la vacuna recomendada para el afio 2014. Desde entonces
no se ha detectado la circulacién del clado 2 en Uruguay. Dentro del clado 3 de la filogenia de la
region HA1 de B/Yamagata se observa también una separacion entre las cepas que circularon en
Uruguay en el afio 2010 que se agrupan en un sub-clado junto a otras cepas de paises de la
region del mismo afio y de afios posteriores; y las cepas que circularon en el pais desde el 2014 al
2018 que se agrupan en otro sub-clado y que se encuentran mas estrechamente relacionadas con
otras cepas aisladas en los mismos afos. En la parte superior del arbol se encuentran las cepas
del linaje B/Yamagata que circularon a partir del afio 2017 separados también en dos sub-clados.
Las cepas de Uruguay del linaje B/Yamagata del afio 2017 se encuentran agrupadas en un sub-
clado dentro del clado 3 junto a cepas de otros paises de la region mientras que las cepas que
circularon en el pais en el afio 2018 se agruparon en otro sub-clado junto con secuencias de la
region que circularon en los afios 2018 y 2019. En el afio 2019 circul6 en Uruguay muy pocas
cepas de este linaje que no pudieron ser amplificadas para estos estudios. (Figura 11).
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Figura 10. Andlisis filogenético de laregion HA1 del gen HA de las cepas B/Victoria aisladas en Uruguay durante
el periodo 2010 a 2019. Las relaciones filogenéticas se construyeron aplicando el método de distancia Neighbor-Joining y utilizando
el método de Kimura 2-parametros como modelo de sustitucion nucleotidica aplicando un bootstrap de 1000 réplicas. Se indican los
valores de bootstrap por encima de 70%. Las cepas aisladas en Uruguay se indican en rojo. Con un triangulo azul se indican las cepas
vacunales mientras que las cepas representativas de clado y sub-clado se indican con un circulo negro como simbolo. Se indican con
flechas las mutaciones mas relevantes encontradas. La escala representa la cantidad de sustituciones por sitio.
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Figura 11. Analisis filogenético de laregion HA1 del gen HA de las cepas B/Yamagata aisladas en Uruguay durante el periodo 2010 a 2019. Las
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19.1.2. Analisis filogenéticos. Gen NA

De las muestras seleccionadas, se obtuvieron 32 secuencias parciales del gen de la NA y para los
analisis filogenéticos se incluyeron 28 secuencias adicionales de cepas uruguayas que se
encuentran en la base de datos GISAID. Por lo tanto, para estos andlisis se trabajé con un set
total de 60 secuencias parciales del gen de la NA de las cuales 29 pertenecian al linaje B/Victoria
y 31 al linaje B/Yamagata.

En la filogenia del gen NA de las cepas del linaje B/Victoria no se observa tan clara la distincién de
clados como para la region HAL1 del gen HA. Las cepas del linaje B/Victoria que circularon en el
afio 2010 en Uruguay se agrupan juntas dentro del clado 1 con otras cepas de la region aisladas
ese mismo afio mientras que otras cepas de paises de la regién del afio 2010 se agruparon en el
clado 6. En los afios 2012, 2013, 2014 y 2016 circularon en Uruguay muy pocas cepas
pertenecientes a B/Victoria que también se agruparon dentro del clado 1 junto con otras cepas
seleccionadas de la region mientras que las cepas que circularon en el afio 2015 en el pais se
agruparon en el mismo clado 1 todas juntas. Hacia la parte superior del arbol filogenético se
encuentran los aislados del afio 2017, y al igual que lo observado para el gen HA, estas cepas
formaron un sub-clado separado dentro del clado 1 de B/Victoria. Si bien las muestras del linaje
B/Victoria que circularon en el afio 2017 en Uruguay no presentan estas deleciones y mutaciones
y se agrupan en un clado separado también estan relacionadas genéticamente con las vacunales
B/Colorado/06/2017 y B/Washington/02/2019. En la parte superior del arbol filogenético se
observa, al igual que en el gen HA, el sub-clado 1Al en el que se encuentran agrupadas las cepas
de Uruguay que circularon en el afio 2019 y las cepas de la region que circularon del afio 2017 al
2019 junto con la cepa vacunal B/Colorado/06/2017. Durante el afio 2018 no se detecto
circulacion en el pais. (Figura 12)

En cuanto a la filogenia del gen NA del linaje B/Yamagata, se observa una separacion entre las
cepas de Uruguay que circularon en el afio 2012 agrupadas en el clado 2 y el resto de los aislados
en el pais durante los afios 2010, 2014, 2015, 2017 y 2018 que se agruparon dentro del clado 3.
Durante el afio 2013 el 100% de las muestras subtipificadas pertenecieron al linaje B/Victoria. Las
cepas detectadas en el afio 2012 en Uruguay se agrupan todas con la mayoria de las cepas de
paises de la region para ese afio y los afios 2013 y 2014 y todas estan relacionadas con la cepa
vacunal B/Massachusetts/02/2012 utilizada en el hemisferio sur en el afio 2014. Las cepas del
linaje B/Yamagata que circularon en el pais durante el afio 2010 se agrupan en un sub-clado
separado dentro del clado 3 por lo que estan relacionadas genéticamente con las cepas vacunales
B/Wisconsin/1/2010 y B/Phuket/3073/2013. Las cepas de B/Yamagata que circularon en los afios
2014 y 2015 se encuentran cercanas entre si en el arbol y agrupadas con otras cepas de la region
de los afios 2014 al 2016. Hacia la parte superior del arbol se encuentran las cepas aisladas en el
pais durante el 2017 agrupadas formando un sub-clado dentro del clado 3, todo este sub-clado
estd muy relacionado con otro sub-clado formado al final del &rbol en el cudl estan agrupadas las
cepas de Uruguay que circularon en 2018 junto con cepas de la region aisladas en los afios 2018
y 2019. En el afio 2019 se detectaron muy pocas cepas de este linaje que no pudieron
determinarse a qué clado pertenecian. (Figura 13)
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Figura 12. Andlisis filogenético de una regién parcial gen NA de las cepas del VIB del linaje B/Victoria aisladas en Uruguay durante el periodo
2010 a 2019. Las relaciones filogenéticas se construyeron aplicando el método de distancia Neighbor-Joining y utilizando el método de Kimura 2-
pardmetros como modelo de sustitucion nucleotidica aplicando un bootstrap de 1000 réplicas. Se indican los valores de bootstrap por encima de 70%.Con
un tridngulo azul se indican las cepas vacunales mientras que las cepas representativas de clado y sub-clado se indican con un circulo negro como
simbolo. Se indican con flechas las mutaciones mas relevantes encontradas. La escala representa la cantidad de sustituciones por sitio.
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Figura 13. Analisis filogenético de una region parcial del gen NA de las cepas del VIB del linaje B/Yamagata
aisladas en Uruguay durante el periodo 2010 a 2019. Las relaciones filogenéticas se construyeron aplicando el método de
distancia Neighbor-Joining y utilizando el método de Kimura 2-parametros como modelo de sustitucién nucleotidica aplicando un
bootstrap de 1000 réplicas. Se indican los valores de bootstrap por encima de 70%. Las cepas aisladas en Uruguay se indican en rojo.
Con un triangulo azul se indican las cepas vacunales mientras que las cepas representativas de clado se indican con un circulo negro
como simbolo. Con simbolo “*” se marcan las mutaciones compartidas por ambos clados de B/Yamagata. Se indican con flechas las
mutaciones mas relevantes encontradas. La escala representa la cantidad de sustituciones por sitio.
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19.2. Sustitucion de aminoéacidos en la region HAL

En lineas generales se observa que las mutaciones aminoacidicas encontradas en la region HA1
de la HA de los VIB circulantes durante el periodo 2010 a 2019 son especificas de linaje y que las
mutaciones encontradas en B/Victoria no se encuentran en B/Yamagata y viceversa. En todas las
secuencias de Uruguay analizadas para el linaje B/Yamagata se encontraron 17 sitios con 20
mutaciones diferentes, ocho sitios de esos presentaron mas variaciones (116, 172, 181, 202, 229,
251, 298 y 312) tanto en el pais como en las secuencias de la region, quedando destacados los
sitios 172 y 251 por sobre el resto. En las secuencias analizadas del linaje B/Victoria se
encontraron 16 sitios con variaciones pero en este caso fueron 3 sitios (117, 129 y 146) los que
acumularon el mayor numero de mutaciones tanto para Uruguay como para las cepas
seleccionadas de la region. Ademas se encontraron sélo en las cepas B/Victoria de Uruguay dos
sitios (87 y 175) con mas mutaciones luego de las mencionadas anteriormente. (Tabla 1 y Anexos
2,3,6y7).

En dos cepas del linaje B/Victoria se encontraron once mutaciones puntuales en la region HA1 de
la HA, para la cepa B/Uruguay/396/2015 (N129D, E358K, E362K, G363R, G367S, T372P, H374Q,
G378A, S387N, T388P, E390R) y para la cepa B/Uruguay/257/2012 (P144L, 1146V, T372P,
H374Q, V379I, A380T, A382G, K386R, S387N, T388P, E390K). Estas diferencias pueden ser
visualizadas en el arbol filogenético (Figura 10) y no fueron incluidas en los analisis genéticos.

Los andlisis de los sitios antigénicos en las cepas de Uruguay revelan mutaciones en todos los
sitios para los virus de linaje B/Yamagata y en las regiones del bucle-120, del bucle-150 y del
bucle-160 en los virus de linaje B/Victoria. Se destaca que durante todo el periodo estudiado se
encontraron en las secuencias uruguayas mas mutaciones en el linaje B/Victoria (65/99, 65.7%)
para estos sitios que en linaje B/Yamagata (41/154, 26.6%). Para B/Yamagata las cantidades de
mutaciones encontradas en los sitios antigénicos fueron casi parejas destacandose el bucle-120 y
la region de la hélice-190, en cuanto a B/Victoria la regién del bucle-120 acumulé el mayor nimero
de mutaciones para todo el periodo. Considerando ambos linajes y de lo observado para el
periodo 2010-2019, la regién del bucle-120 fue la zona con mas variabilidad en VIB seguida del
bucle-150, el bucle-160 y finalmente la hélice-190. (Tabla 1).

Por otro lado, para el linaje B/Yamagata las mutaciones en la regién del bucle-120 ocurrieron en
los afios 2010 y 2012, en la region del bucle-150 preferentemente en el afio 2012 y se encontrd
una mutacién en el afio 2018, en la region del bucle-160 también se encontr6 en el afio 2012 y
finalmente las mutaciones en la region de la hélice-190 fueron encontradas en los afios 2010 y
2012. Se observa también que mutaciones en afios mas recientes del periodo estudiado se dan
en otros residuos aminoacidicos como ser la mutacion L172Q fijada desde el afio 2014 y la
mutacion M251V fijada desde el 2015. Mientras que para el linaje B/Victoria se encontraron
mutaciones en la region del bucle-150 en los afios 2010 hasta diluirse en el afio 2015, en la regién
del bucle-120 se encontraron mutaciones a partir del 2015, y en la region del bucle-160 fueron
detectadas mutaciones en el afio 2019. Las mutaciones mas prevalentes en cada sitio antigénico
para B/Yamagata fueron K116N en el bucle-120, 1150S en el bucle-150, Y165N en el bucle-160 y
S202N en hélice-190, mientras que para el linaje B/Victoria fueron la N129D en el bucle-120,
1146V en el bucle-150 y del162-del163 en el bucle-160. (Tabla 1).
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B/Yamagata B/Victoria

HA1 Mutacién #mut 2010 2012 2014 2015 2017 2018 HA1 Mutacién #mut 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2019
R48K 7 7 . . . . . K52R 2 . 2
183V 1 . . 1 . . . L58P 4 4 . . . . . .
P108A 7 7 . . . . V87A 9 o o o - - : 9
b-120 K116N 12 6 6 o o o o Q106R 1 . . . . 1 . . .
V124A 1 . 1 . . . . b-120 1117V 15 o o o o : 2 10 3
b-150 1150V 1 . . . . . 1 b-120 T12IN 1 . . . . . 1 . .
b-150  1150S 7 . 7 . . . . b-120 N129G 4 o o o o g g g 4
b-160 Y165N 7 . 7 . . . . b-120 N129D 22 o o 1 o 8 3 10
L172Q 23 ° ° 2 2 8§ 1 b-150 P144L 1 . 1 . . .
T181A 7 ° 7 ° ° ° ° b-150 1146V 13 4 4 2 2 1 0
T181K 5 b-160 del162 4 4
T188A 1 b-160 del163 4 . 4
h-190  T198I 1 . b-160 D164E 1 1 . . . .
h-190 S202N 12 7 5 5 5 5 5 A169E 4 . . 1 2 1 .
D229N 5 o o o o o 5 1175V 9 9 o
D229G 7 5 7 5 5 5 5 1180V 4 . . . . . . 4
D232N 5 . . . . . 5 V252M 1 . . . . . 1 . .
M251V 21 ° ° ° 2 8§ 1 # mut por afio 3 4 3 2 4 5 5 7
E298K 12 6 6
K312E 12 6 6

# mut por aiio 8 10 2 2 2 5

Tabla 1. Sustituciones de aminoacidos en epitopes antigénicos y otras regiones de HA1 para los
linajes B/Victoria y B/Yamagata encontradas en el periodo 2010-2019. Se muestran los totales de
sustituciones aminoacidicas encontradas en los epitopes antigénicos y en otras regiones circundantes de la
region HA1 de la HA discriminadas por linaje y por afio y obtenidas por comparacion con la cepa vacunal
B/Brishane/60/2008 para el linaje B/Victoria y con cepa vacunal B/Phuket/3073/2013 para el linaje
B/Yamagata. Las posiciones de los aminoacidos en los epitopes antigénicos estan de acuerdo segun (Ni et
al. 2013). Las abreviaturas b-120, b-150, b-160 y h-190 corresponden a los sitios antigénicos bucle-120,
bucle-150, bucle-160 y hélice-190 encontrados en la region HA1 respectivamente. En color azul se destacan
los sitios mas prevalentes encontrados para cada linaje y en verde se destacan las mutaciones Unicas
encontradas en las cepas de Uruguay.

Se compararon las secuencias de aminoacidos en la region HA1 de la HA de las cepas del linaje
B/Victoria que circularon en el pais y en la region durante el periodo 2010 a 2019 con la cepa
vacunal B/Brisbane/60/2008. Dentro de los cambios encontrados se destacan los siguientes:
L58P: este cambio se detectd Unicamente en el afio 2010 en todas las cepas estudiadas de
Uruguay y en otras dos secuencias de paises de la region. Este cambio es especifico y define al
subclado 1B.

1146V: este cambio se detect6 en Uruguay y en los paises de la region desde el afio 2010 hasta
principios de la temporada del 2015.

N129D: comienza circulando en el afio 2013 en Uruguay y en paises de la region hasta el afio
2017 en donde cambia a N129G para circular en paises de la regién en 2018 y 2019 y en Uruguay
en el afio 2019 debido a que en 2018 no hubo circulacion de B/Victoria en el pais.

1117V: este cambio comienza a circular en la region en el aflo 2015 hasta el 2019 inclusive, en
Uruguay comienza a circular en agosto de 2016 como también en las temporadas 2017 y 2019, en
el afio 2018 no hubo circulacién de este linaje. Tanto este cambio como el N129G definen al clado
V1A de los virus B/Victoria.

V87A y I175V: son cambios que fueron encontrados Unicamente en cepas circulantes en Uruguay
durante el afio 2017 y que se encuentran definiendo un sub-clado dentro de V1A. Estos cambios
no fueron detectados en el pais o en la region durante el resto de las temporadas estudiadas.
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1180V, K162del, N163del: En los paises de la region, en algunas cepas del afio 2017 y en las
cepas que circularon en los afios 2018 y 2019 se detectaron dos deleciones de aminoacidos en
dos sitios contiguos, K162del y la N163del. Todas estas cepas también presentaron la mutaciéon
180V. Estas tres modificaciones junto con el cambio N129G son los que definen al nuevo
subclado 1A1 dentro del clado 1A y en el cual también esta comprendida la cepa vacunal a utilizar
en el afio 2019 B/Colorado/06/2017 (Francis Crick Institute, 2019). Con respecto a nuestro pais,
se encontraron los cuatro cambios que definen al sub-clado 1A1 en las cepas que circularon en el
afio 2019.

Por otro lado, se compararon las secuencias de aminoacidos en la region HA1 de la HA de las
cepas del linaje B/Yamagata que circularon en el pais y en la regiéon durante el periodo 2010 a
2019 con la cepa vacunal B/Phuket/3073/2013. Dentro de los cambios encontrados se destacan
los siguientes:

Las cepas de Uruguay y de la regién del afio 2012 compartieron todas 10 mutaciones: R48K,
P108A, K116N, 1150S, Y165N, T181A, S202N, D229G, E398K y K312E. La gran cantidad de
variaciones se debe a que estas cepas pertenecen al clado 2 y el analisis se realizé con la vacunal
gue pertenece al clado 3. Las cepas del clado 2 que circularon en el pais comparten los cambios
K116N, S202N, E298K y K312E con las cepas del clado 3 del linaje B/Yamagata que circularon en
el 2010. Por otro lado, en las cepas del clado 3 que circularon en 2010 se encontré que la
mutacion T181K difiere con la variante encontrada en esa posicion para las muestras del clado 2.
En el resto del periodo en estudio no se detectaron cepas del clado 2.

L172Q esta mutacion se encontré en todas las muestras pertenecientes al clado 3 que circularon
en Uruguay y en la region a partir del 2014 hasta el 2018 inclusive, mientras que el cambio M251V
también fue encontrada en todas las cepas que circularon en Uruguay y en la regién pero a partir
del 2015 al 2018 inclusive.

D229N es un cambio que se encuentra en algunas de las cepas que circularon en Uruguay
durante el 2018 y forman formando un sub-clado separado dentro del clado 3. Por otro lado, la
mutacion D232N esta presente en el resto de las cepas que circularon en el pais ese afio como
también con algunas cepas de la region que circularon en 2018 y 2019, también todas estas
cepas forman un sub-clado aparte dentro del clado 3. Curiosamente, las cepas de Uruguay
contenidas en este segundo sub-clado pertenecen Unicamente a pacientes ambulatorios. La
excepcion de los cepas de Uruguay en el afio 2018, es la cepa B/Uruguay/571/2018 que si bien se
agrupa con el resto de las secuencias en ese afio compartiendo las mutaciones L172Q y M251V
no presenta D229N ni D232N. En el afio 2019 casi ni se detectd la circulacion del linaje
B/Yamagata en el pais.

19.2.1. Sitio unién al receptor y sitios de glicosilacion

No se encontraron mutaciones en el sitio catalitico de la HA en las cepas del linaje B/Victoria
mientras que para el linaje B/Yamagata se encontraron dos mutaciones en la regién de la hélice-
190, la mutacion S202N en cepas aisladas en los afios 2010 y 2012 y la mutacién T198lI
encontrada en un aislado del afio 2010 (Tabla 1 y Anexos 2, 3,6y 7).

En cuanto a los sitios de glicosilacion, para el linaje B/Victoria no se encontraron diferencias en los
posibles sitios de la regién HA1 del gen HA. En todas las cepas de Uruguay y en la mayoria de las
cepas de la regién se encontraron 8 sitios posibles para este linaje: 25, 59, 145, 166, 197, 233,
304 y 333 (Anexo 10). Las cepas del linaje B/Yamagata comparten 7 posibles sitios de
glicosilacion en las posiciones 25, 59, 145, 167, 196, 303 y 332 del segmento HA1 (Anexo 11).
Solo dos cepas del afio 2010, una aislada en Uruguay y otra de las seleccionadas de Paraguay
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presentan 6 sitios posibles de glicosilacion faltandoles el sitio en la posicién 196. Cinco de las
once cepas B/Yamagata que circularon en el pais durante el afio 2018, ademas de ser de
pacientes ambulatorios, contienen un nuevo sitio potencial de glicosilacion en la posicion 232 que
no esta presente en la cepa vacunal utilizada en el afio 2018. Sumado a que estas cepas
contienen la mutacion D232N en ese sitio (Figura 13 y Anexos 3, 7y 11).

19.3. Sustitucion de aminoacidos en la NA

Si bien se observan mutaciones en el gen parcial de la NA que no son compartidos por ambos
linajes, como ocurria para la region HA1, se encontraron mutaciones y sitios que son compartidos.
También se observa que las secuencias nucleotidicas de NA de ambos linajes presentan un
mayor nimero de mutaciones que las secuencias de la region HA1.

Para el periodo 2010 a 2019, los andlisis de la NA sugieren que las cepas aisladas de los dos
linajes de VIB en Uruguay compartieron no sélo mutaciones N59K, T68A, T106l, 1120V y S295R
sino también los sitios 45, 46, 73, 106, 320, 340, 371 y 395 dbonde se encontraron diferentes
mutaciones en los dos linajes (Tabla 2). Como regla general, salvo para N59K, las mutaciones que
fueron compartidas no circularon en simultaneo.

Del andlisis se observa que las cepas que circularon en los ultimos afios del periodo acumularon
un mayor nimero de mutaciones en las secuencias de NA, la excepcién es el afio 2010 para el
linaje B/Victoria y el afio 2012 para el linaje B/Yamagata. A pesar de casi presentar la misma
cantidad de cambios en la NA, se observa que las mutaciones en este gen para B/Yamagata
estan mas diseminadas a lo largo de la secuencia aminoacidica en comparacién al linaje
B/Victoria que acumularon mayor nimero de cambios desde la posicién 120 a la 384 inclusive.
Ninguno de los cambios encontrados en todo el periodo estudiado se ubicaron en los residuos
cataliticos o en los sitios de alrededor de la glicoproteina NA. (Tabla 2. Anexos 4y 5).

A pesar de que las secuencias de la NA de ambos linajes de VIB comparten mutaciones y sitios,
las mutaciones mas prevalentes en B/Victoria (1120V, K220N, S295R, N340D, E348K y D384G)
fueron diferentes a las encontradas en el linaje B/Yamagata (P73L, T106l, K320E, D342K, D342N,
E343K y K373Q) en todo el periodo estudiado. Sin embargo, dos de estas mutaciones prevalentes
(1120V y T106l) fueron detectadas en el otro linaje en afios diferentes. Aunque la mutacién 1120V
en B/Victoria es una de las mas prevalentes y fue detectada en los afios 2016, 2017 y 2019, esa
misma mutacién fue encontrada en el afio 2015 pero en un numero menor en el linaje
B/Yamagata. También se observa que la mutacion T106l en el linaje B/Yamagata, una de las mas
prevalente, fue detectada en los afios 2010, 2012 y en menor nimero en 2018 mientras que
también fue detectada en todas las cepas analizadas del linaje B/Victoria que circularon en el afio
2017.

En el linaje B/Victoria, se encontraron Unicamente en las cepas de Uruguay que circularon en el
afio 2017 las mutaciones T68A, T106l y V401Il. Sin embargo, el cambio T68A también fue
encontrado en las cepas del linaje B/Yamagata que circularon en el 2012.

Una forma de deducir que ocurrieron eventos de reordenamiento es observando los arboles
filogenéticos para el gen NA, las cepas deberian clasificar en un linaje diferente a su HA para
estar en presencia de reordenamientos. No se observaron reordenamientos en ninguna de las
cepas aisladas y analizadas durante el periodo 2010 a 2019 (Figuras 10, 11, 12, 13).
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B/Victoria B/Yamagata

NA Mutacién #::i’:,p 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2019 NA Mutacién ::;’: 2010 2012 2014 2015 2017 2018
S27L 2 2 ... .. RI2ZQ 2 2

+ usT 3 2 1 .. & vasl 3 1 2 .

+ Tael 3 2 v TaeN 1 1 .
P51S 3 3 . . . . . . . 149M 3 . 3

* N59K 1 1 . . . D53G 1 1 .
V60! 1 1. ASST 2 2

* T68A 9 5 8 5 5 5 5 8 A57R 1 . 1

+ L73F 5 3 . . 2 . . . . * N59K 2 1 . 1 .
L741 1 1 . V60A 7 . 7
L75F 1 I T V6OF 1 . 1
K94R 3 3. VeON 1 . 1

* T106l 9 o T veoc 1 1 .

+ T106A 1 1 . . . . . . . A67V 7 . 7

* 1120V 13 ; 1 9 3 o+ Te8A 7 . 7
157v 1 . 1 +oPBL 12 5 7 .
N198S 2 . 2 P76Q 1 . 1
N199D 4 4 . p78s 1 1
K220N 13 ) 1 9 3 pssL 1 1.
A290V 1 . . 1 To1l 1 1 .

»  S295R 23 ) 1 2 6 2 10 3 SN 1. 1

+  D320N 1 1 * Tiosl 13 4 7 .2
N329D 4 4 . . . . . . . 1115M 1 . 1

+ N34D 25 . 1 1 2 6 2 10 3 * umov 2 . 2
S345N 3 .21 K125T 7 7 .
E358K 2 . . 1 2 6 2 10 3 7M. 8 . . 8

+ K371Q 3 . . . . . . . 3 Al175T 3 1 1 1 .
M377K 1 1. R18K 8 7 1
D384G 13 .. . . . 1 9 3 agv 7 7

+ A395D 3 . . . . . . . 3 * S295R 7 7

+  A395V 1 1 + K30E 12 5 7
vao1l 9 .9 . DM4ON 5 5 L
MA403| 1 R T D342K 8 . . . . . 8
# mut por afo 10 1 3 6 7 1 12 38 D342N 9 . . . 2 7

E343K 12 5 7

+ K371R 1 1
T372N 1 . . . . . 1
K373Q 15 0 o o 0 7 8

5

+  A395S 5 . . . .
# mut por afio 9 15 3 7 6 10

Tabla 2. Sustituciones de aminoacidos en el gen de NA para los linajes B/Victoria y B/Yamagata
encontradas en el periodo 2010-2019 en Uruguay. Se muestran las sustituciones aminoacidicas
encontradas en el gen parcial de NA discriminadas por afio y por linaje obtenidas por comparacion con la
vacunal B/Brisbhane/60/2008 para B/Victoria y con B/Pucket/3073/2012 para el linaje B/Yamagata. En color
azul se destacan los sitios mas prevalentes y en verde se destacan las mutaciones Unicas encontradas en
las cepas de Uruguay. Se marcan en con simbolo “*” aquellas mutaciones que son compartidas por ambos
linajes y con simbolo “+” las posiciones que son compartidas por los dos linajes y que contienen diferentes
mutaciones. La abreviacion “# mut p sitio” detalla la cantidad de mutaciones por sitio encontradas en todo el
periodo de estudio y la abreviacién “# mut por afo” indica la cantidad de mutaciones que ocurrieron para
determinado afio del periodo.

Se compararon las secuencias de aminoacidos en la region parcial del gen NA de las cepas del
linaje B/Victoria que circularon en el pais y en la regién durante el periodo 2010 a 2019 con la
cepa vacunal B/Brisbane/60/2008. Dentro de los cambios encontrados se destacan los siguientes:
Las cepas aisladas en Uruguay y algunas de la regién en el afio 2010 contienen las mutaciones
N329D y N199D, hay otras mutaciones que no estan presentes en todas las cepas aisladas en el

70



pais como ser la P51S, la L73F o la K94R. De estas tres Ultimas mutaciones solo la L73F fue
encontrada en los aislados del afio 2014 en el pais.

A partir de las muestras aisladas en Uruguay y la region en el afio 2012 hasta el final del periodo
estudiado en el aflo 2019, todas las cepas consideradas presentaron la mutacion N340D. Ademas
desde el afio 2014 hasta el 2019 inclusive, todas las cepas estudiadas del pais y la regién
presentaron las mutaciones S295R, E358K. El afio 2018 fue el Unico en el cual no circularon
cepas del linaje B/Victoria en Uruguay pero si circul6 en la region.

Desde el afio 2016 hasta el 2019, a excepcion del afio 2018 para Uruguay, todas las cepas
aisladas en el pais y la region contenian las mutaciones 1120V, K220N y D384G. Dentro de este
grupo y hacia el final del arbol filogenético hay dos sub-clados diferenciados, uno es el que
contiene a las cepas que circularon en Uruguay en el afio 2017 y que presentaron los cambios
T88A, T106l, V401l y el segundo sub-clado contiene a las cepas aisladas en la regién desde el
afio 2017 al 2019 como también las cepas que circularon en el pais en el afio 2019 todas ellas
comparten la mutacién K371Q. Ademas, dentro de este segundo sub-clado se encuentra otra
agrupacién de cepas conteniendo a las de Uruguay que todas ellas presentan la mutacion A395D.

Por otro lado, se compararon las secuencias de aminoacidos en la region parcial de la NA de las
cepas del linaje B/Yamagata que circularon en el pais y en la region durante el periodo 2010 a
2019 con la cepa vacunal B/Phuket/3073/2013. Dentro de los cambios encontrados se destacan
los siguientes:

Dentro de las cepas que circularon en el afio 2012 y que pertenecen al clado 2 del linaje
B/Yamagata se detectaron las mutaciones T68A, R186K, 1248V y S295R exclusivas para dicho
clado. La excepcién es la mutacion R186K que también fue encontrada en una sola cepa aislada
en el pais en el afio 2018 que pertenecia al clado 3 y en la cepa B/Florida/4/2006 que pertenece al
clado 1 de B/Yamagata. Por otro lado, las cepas de Uruguay del afio 2012 comparten las
mutaciones D340N, E343K y K320K con cepas del clado 3 aisladas en el pais en el afio 2010 y
con varias cepas de la region de ese mismo afio y otros. Ademas, los cambios E343K y K320K
también son compartidos por el clado 1 que esta representado por la cepa B/Florida/4/2006.

La mutacién T106I se encontré no sélo en las cepas del clado 2 aisladas en Uruguay en el afio
2012 sino también en cepas del clado 3 del afio 2010 y en dos muestras del afio 2018 también
aisladas en el pais. De las cepas seleccionadas de la region sélo presentaron esta mutacion
cepas del afio 2012 aisladas en algunos paises de la regibn. Como se mencioné en el apartado
anterior, el cambio T1061 también fue encontrado en las cepas B/Victoria que circularon en el pais
en el afio 2017.

A partir del afio 2015 en Uruguay y en los paises de la regidén se detectd la mutacion D342N que
en nuestro pais circulé también en el 2017 y en la region circulé hasta el 2018 inclusive, sin
embargo en 2018 en otros paises de la region inclusive en Uruguay tuvo un cambio detectandose
D342K en la region hasta el 2019 inclusive.

Las cepas de Uruguay del afio 2017 y las de la region aisladas en 2017 y 2018 comparten
exclusivamente las mutaciones V60A y A67V. Otra mutacion que se empez06 a detectar en 2017
en Uruguay Yy la regién y que continud circulando sin cambios hasta el 2019 inclusive fue la
K373Q.

Las mutaciones 149M, 1171M y A395S se detectaron en Uruguay y en los paises de la regién en el
afo 2018 y continuaron circulando sélo en la regién hasta el afio 2019 inclusive debido a que en el
pais se detectaron muy pocas cepas de este linaje que no pudieron ser secuenciadas.
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19.3.1. Sustituciones en sitio activo, sitios de glicosilacion y sitios de resistencia

En todo el periodo en estudio, en las cepas aisladas en Uruguay no se encontraron sustituciones
aminoacidicas en los residuos que forman el sitio activo de la NA ni en los aminoacidos que estan
en los alrededores (Tabla 3. Anexos 4, 5, 8 y 9). Si bien la mayoria de los sitios cataliticos de la
NA no fueron afectados en ambos linajes, se encontré el cambio K371R en una Unica cepa que
circulé en el pais en el afio 2018 perteneciente al linaje B/Yamagata y el cambio K371Q en las
cepas de B/Victoria que circularon en el afio 2019 no s6lo en Uruguay sino también en la region.
Se encontr6 en las cepas aisladas en el afio 2014 pertenecientes al linaje B/Victoria la mutacion
N198S en los alrededores del sitio catalitico de la NA.

Para ambos linajes de VIB, se encontraron en todas las cepas aisladas los mismos 4 sitios
posibles de glicosilacion en las posiciones 56, 64, 144 y 284 y no se encontraron otros sitios
difererentes. Algunas secuencias de cepas aisladas en el pais no pudieron ser secuenciadas en
su totalidad y esa es la razon por la cual no cuentan con el sitio 56 (Anexos 12 y 13). En todas las
cepas y periodo estudiado, no se encontraron mutaciones en los posibles sitios de glicosilacion.

En las secuencias analizadas de la NA en Uruguay no se detectaron durante el periodo 2010 a
2019 mutaciones que confieran resistencia a los INA como ser las mutaciones R152K, D197N,
D198N, A395E y G402S. Sin embargo, en la posicion 198 se detectaron en dos cepas de Uruguay
del linaje B/Victoria aisladas en el afio 2015 la mutacion N198S. Por otro lado, en el pais se
encontraron en la posicion 395 de cepas B/Victoria las mutaciones A395V y A395D aisladas en los
afios 2010 y 2019 respectivamente y en el linaje B/Yamagata se encontrd la mutacién A395S en
aislados del afo 2018 (Tabla 2. Anexos 4y 5).

En este estudio, se encontraron variaciones relacionadas a la regién HAL1 Unicas para las cepas
detectadas en Uruguay, para el linaje B/Victoria se encontraron V87A e 1175V y para B/Yamagata
la variacion D229N. También se encontraron que las variaciones T68A, T106l y V401l en la region
parcial de la NA del linaje B/Victoria son Unicas también para las cepas uruguayas (Tabla 3).

Linaje B/Yamagata Linaje B/Victoria
Clado Sub-clado HA NA Clado Sub-clado HA NA
K116N™, T181K,
N « K94R, N199D,
2010 3 D202N"%, E298K™, D340N, E343K y K320E 2010 1 B L58P N329D
K312E™

1
R48K, P108A, K116N -, 1120V, K220N,

*1 *2 *3
o122 1150S, Y165N, T181A k R186K'2, T68A, |%i18v, o171 A 1117V, V873A . D3BAG, TEBA™,
S202N, D229G, E298K'?, S295R, T106l 1175V 1061 VaoL™
K312E™ '
2017 3 L172Q, M251V A67V, V60A, D342N 2019 1 Al
= 1117V, N129G, 1120V, K220N,
1° L172Q, M251V, D229N"3  [149M, 1171M, D342K del162, del163,  D38AG, K371Q
2018 3 : ' . '
2 L1720, M251v, Dogon  A9M IL71M, D342K, 1180V A395D

A395S

Tabla 3. Balance de mutaciones en HA y NA para los dos linajes de VIB. Se describen los cambios de
aa mas relevantes encontrados tanto en la regiéon HAL1 de la HA y en la region parcial del gen NA para
ambos linajes de VIB durante el periodo 2010 a 2019. En negrita y con simbolos “*" y “2 se indican
aquellas mutaciones que son compartidas por los clados 2 y 3 y por los clados 1 y 3 del linaje B/Yamagata
respectivamente. En color rojo y con simbolo “"3 se indican las mutaciones Unicas encontradas en las cepas

uruguayas.

19.4. Distribucién de edades segun tipo de vigilancia

Durante los afios 2012 a 2019 se recibieron en el NIC un total de 5.754 muestras clinicas para la
basqueda de virus respiratorios. Para el afio 2019, los casos incluidos en este estudio fueron de
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las muestras recibidas hasta el 9 de noviembre de ese afio que correspondia a la semana
epidemiolégica numero 45. Los casos reportados de la vigilancia IRAG y ETI durante el periodo
fueron de 5.299 y 455 respectivamente. El grupo etario de pacientes menores a 4 afios registro la
mayor cantidad de casos tanto para la vigilancia ETI (166/455, 36%) como para la vigilancia IRAG
(3.044/5.299, 57%). Las muestras de pacientes con IRAG se distribuyeron principalmente en nifios
menores a 9 afos y adultos mayores a 64 afos. En contraste, las muestras de pacientes con ETI
tuvieron una distribucion mas uniforme en todos los grupos de edad, sobresaliendo en nifios
menores a 4 afos y en el grupo etario de 25 a 39 afios (Tabla 4). La media de la edad de los
pacientes evaluados fue de 4 afios y la mediana de los pacientes con ETI (10 afios) fue
significativamente mayor que la de los pacientes con IRAG (p <0,05).

Muestras ETI IRAG Total BNVic B/Yam B *p-valor ETI IRAG *p-valor
procesadas total total VIB s/id (+VIB) (+VIB)
Caracteristica demogréafica
Media edad en afnos 20,5 20,5 20,1 22 154 29,4 14,3 24,0
Mediana en afos 4 10 4 8 6,5 13,5 <0,05 9,5 9 > 0,05
N° pacientes entre
0 - 4 afios 3210 166 3044 67 39 27 1 9 57
5-9afios 445 52 393 44 30 14 0 13 31
10 - 14 afios 145 30 115 26 16 9 1 8 18
15- 19 afios 55 10 45 3 2 1 0 2 1
20 - 24 afos 90 25 65 5 2 2 1 3 2
25 - 39 afios 284 74 210 18 7 10 1 7 11
40 - 49 afos 210 49 161 11 2 9 0 1 10
50 - 59 afios 304 21 283 6 1 5 0 1 5
60 - 64 afios 177 8 169 3 1 2 0 0 4
> 64 afios 834 20 814 34 10 19 5 0 33
Total 5754 455 5299 217 110 98 9 44 172

Tabla 4. Distribucién por edad de las infecciones por influenza B segun el tipo de vigilanciay segun
linajes de VIB. Se indican cantidades de pacientes segun franja etaria discriminando por tipo de vigilancia y
linajes de VIB durante el periodo 2012 a 2019. Determinacién del linaje en muestras n=208. *p-valor fue
calculado utlizando la prueba de chi-cuadrado de Pearson y la prueba de mediana.

19.5. Prevalencia de los virus influenza B en Uruguay

Del total de muestras recibidas, el 3,8% (217/5.754) correspondieron a positivos para VIB y dentro
de éste el 50,7% (110/217) estaba representado por el linaje B/Victoria, el 45,2% (98/217) por el
linaje B/Yamagata, mientras que el 4,1% (9/217) restante correspondieron a muestras para las
cuales no fue posible subtipificarlas.

Las infecciones por VIB detectadas en todo el periodo en estudio estaban ampliamente
distribuidas entre los diferentes grupos etarios, las 217 muestras que fueron positivas para VIB
comprendian a pacientes desde recién nacidos hasta los 88 afios. Sin embargo, se observé una
clara predominancia en nifios y adolescentes con el 60% de las infecciones por VIB. Los pacientes
entre los 5 y 14 afos representaron sélo el 10.2% de todos los pacientes pero en esa franja etaria
se encontré el mayor niumero de casos para VIB (33%, 69/208) con p<0.05 (Figura 14).
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Figura 14. Distribucién de casos de VIB realizada por el CNI en la vigilancia durante el 2012 a 2019.
Se indican los porcentajes de muestras positivas para VIB para las diferentes franjas etarias.

La media y la mediana de los VIB fueron de 22 y 8 afios respectivamente. Para los pacientes con
ETI, la tasa més alta fue para el grupo de 5 a 9 afios (29.5%, 13/44), seguido por nifios menores a
4 afios (20.5%, 9/44) y por pacientes en el grupo de 10 a 14 afios (18.2%, 8/44). También se
observé que a medida que la edad aumentaba, la circulacion del virus disminuia y se volvia
practicamente nula en pacientes con edades mayores a 40 afios. Por otro lado, en la vigilancia
IRAG, se observaron dos picos de circulacion principales, siendo la tasa positiva de VIB en
pacientes menores a 4 afos (33%, 57/172) seguida por pacientes mayores a 64 afios (19%,
33/172). En general, aunque la vigilancia ETI se realiz6 durante 3 de los 8 afios estudiados, la
proporcién de VIB encontrada en los diferentes grupos etarios fue significativamente mayor que la
observada entre los casos IRAG (9.7% de ETI, 3.2% de IRAG).

Se observaron algunas diferencias con respecto a la circulacion de ambos linajes segun la edad.
Aunque la proporcién de casos menores de 4 afios fue similar en ambos linajes (18%, 39/208 para
B/Victoria, 13% 27/208 para B/Yamagata), los pacientes de entre 5 y 14 afos fueron infectados
con mayor frecuencia por el linaje B/Victoria (22% 46/208 para B/Victoria, 11% 23/208 para
B/Yamagata). Sin embargo, en edades mayores a 24 afos, los virus B/Yamagata circularon en
mayor proporcion (21% 45/208 para B/Yamagata, 10% 21/208 para B/Victoria) (Tabla 4).

19.6. Interaccion entre VIA 'y VIB

De todas las muestras respiratorias que se procesaron en el CNI durante el periodo 2012 a 2019 y
gue fueron positivas para el virus Influenza (14,6%, 843/5.754), se observaron los siguientes
porcentajes de participacion: 36.9% (311/843) para H1 pdm09 de VIA, 37.4% (315/843) para H3
de VIA'y 25.7% (217/843) para VIB.

Por otro lado, se encontraron fluctuaciones en la prevalencia del virus Influenza durante el periodo
estudiado. El VIB raramente domina sobre la circulacién de VIA, sin embargo en el afio 2015
predomind la circulacion de VIB con un 58% y ademas se detectd una importante circulacion de
este virus en los afios 2012, 2017 y 2019 alcanzando valores del 40%, 47% y 35% de la

74



circulacion total de Influenza respectivamente. La co-circulacién de subtipo H3 de VIA y de VIB fue
observada en la mayoria de los afios del periodo de estudio (2012, 2014, 2015, 2017, 2018 y
2019). Mientras que la baja incidencia de VIB en los afios 2013 y 2016 (3% y 5% respectivamente)
pareceria corresponderse con la alta circulacion detectada para el subtipo H1 de VIA en esos
mismos afios (78% y 95% respectivamente) (Figura 15).

Del 2012 al 2014 ocurri6 un cambio de clado dentro del linaje B/Yamagata. En el afio 2012
circularon cepas del clado 2, durante el afio 2013 no fue detectado y en el afio 2014 circularon
cepas del clado 3 de B/Yamagata. Con respecto al linaje B/Victoria Gnicamente circul6 el clado 1A
en todo el periodo estudiado y las cepas que circularon en el 2019 pertenecieron al subclado 1 del
clado 1A (Figura 15).

Durante el periodo 2012-2019 se observé en la mayoria de los afios la co-circulacion en Uruguay
de ambos linajes de VIB. La excepcion fueron los afios 2013 y 2018 en los cuales hubo muy poca
circulacion o fue detactado un unico linaje. Ambos linajes fueron alternando en predominancia, la
circulacion del linaje B/Yamagata prevalecié en los afios 2012 (70%), 2014 (67%) y 2018 (100%)
mientras que la circulaciéon del linaje B/Victoria prevalecioé en los afios 2013 (75%), 2015 (85%),
2016 (75%) y 2019 (71%). En el afio 2017 hubo una leve prevalencia del linaje B/Victoria (57%
B/Victoria, 43% B/Yamagata) (Figura 16).
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Figura 15. Distribucién anual de muestras positivas de Influenza procesadas en el CNI durante el
periodo 2012 a 2019. En el grafico superior se muestran los porcentajes de participacion de cada uno de
los VIA (H1 y H3) y VIB (linajes B/Victoria y B/Yamagata) determinados por RT-PCR en tiempo real por afo
durante todo el periodo de estudio. En la tabla inferior se describe el tipo de Influenza predominante en cada
afio del periodo y se indica también el linaje y clado de VIB que circul6. Las abreviaturas V1A, Y3y Y2
corresponden al clado 1A del linaje B/Victoria, al clado 3 del linaje B/Yamagata y al clado 2 del linaje
B/Yamagata respectivamente.
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19.7. Concordancia entre cepas circulantes y cepas vacunales

Si bien durante el periodo en estudio hubo co-circulacién de ambos linajes de VIB en la mayoria
de los afios se observé una alternancia de la predominancia de B/Victoria y B/Yamagata.

Se evalug el nivel de concordancia de las cepas de VIB que circularon en Uruguay comparandolas
con las cepas vacunales recomendadas por la OMS para las vacunas trivalentes de los afios
2012-2019 en el hemisferio Sur (Figura 16). Se define como predominante un linaje si esta
representado por mas del 60% de todos los casos de VIB en esa temporada y se define linajes co-
dominantes si alguno de los linajes tiene un porcentaje entre el 40 y el 59% de todos los casos de
VIB. Por otro lado, se considera que no existe una no coincidencia (del inglés, mismatch) cuando
en una temporada el linaje de VIB predominante fue diferente al incluido en la vacuna estacional o
cuando en una estacion se da la co-dominancia de linajes (Palekar et al. 2019).

La proporcion de VIB circulante que no coincidié con la cepa vacunal se calculdé en funcién del
namero total de muestras tipificadas. Se observé un alto grado de no concordancia en las
temporadas de los afios 2012, 2013 y 2015 (70%, 100% y 92% respectivamente) entre las cepas
gue circularon en el pais y la incluida en la vacuna trivalente. En el afio 2012 la cepa de VIB
contenida en la vacuna (B/Brisbane/60/2008) pertenecia al linaje B/Victoria, mientras lo que
prevalecié en Uruguay fue el linaje B/Yamagata. En el afio 2013 la cepa de VIB contenida en la
vacuna (B/Wisconsin/01/2010) pertenecia al linaje B/Yamagata, mientras que en Uruguay
prevaleciéo el linaje B/Victoria. En el afio 2015 la cepa de VIB contenida en la vacuna
(B/Phuket/3073/2013) pertenecia al clado B/Yamagata, mientras que en Uruguay prevalecio el
linaje B/Victoria (Figura 16).

Mientras tanto, en las temporadas 2014, 2016, 2018 y 2019, el linaje de las cepas dominantes
coincidio con el linaje de la cepa vacunal seleccionada en la misma temporada. Por ejemplo, en el
afio 2014 la cepa vacunal (B/Massachusetts/2/2012) recomendada por la OMS que pertenece al
linaje B/Yamagata clado 2 coincidié con el linaje de las cepas que prevalecieron en el pais, sin
embargo, las cepas circulantes fueron del clado 3. En 2016 la cepa vacunal recomendada
(B/Brisbane/60/2008) pertenece al linaje B/Victoria clado 1A y hubo una coincidencia del 75% con
lo que circulé en el pais. En 2018 hubo un 100% de coincidencia con la cepa vacunal
recomendada ya que en el pais circul6 el mismo linaje de la cepa sugerida e incluida en la vacuna
trivalente (B/Phuket/3073/2013). En 2019 la coincidencia fue del 71% con la cepa vacunal
recomendada (B/Colorado/06/2017). Por otro lado, en el afio 2017 hubo una coincidencia parcial
(B/Victoria 57% y B/Yamagata 43%). Debido a que la cepa sugerida e incluida en las vacunas fue
B/Brisbane/60/2008) pertenece al linaje B/Victoria clado 1A, la misma recomendada el afio
anterior (Figura 16).
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Figura 16. Distribucion del linaje de Influenza B en Uruguay y recomendacién de las cepas vacunales
durante el periodo 2012 a 2019. En el gréafico superior se indican los porcentajes de circulacion de ambos
linajes para cada temporada en base a las muestras que pudieron ser subtipificadas. En la tabla inferior se
indica el linaje de las cepas vacunales recomendadas para cada temporada y se indican con “SI” 0 “NO” si
las vacunales coinciden o no con lo circulado en el pais para cada afio del periodo estudiado. Las
abreviaturas V1A, Y3, Y2 y V1Al corresponden al clado 1A del linaje B/Victoria, al clado 3 del linaje
B/Yamagata, al clado 2 del linaje B/Yamagata y al subclado 1 del clado Al del linaje B/Victoria
respectivamente.
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Discusion

Hasta el presente estudio, se disponia de poca informacion sobre la epidemiologia y las
caracteristicas genéticas de los VIB circulantes en Uruguay (Hortal et al. 1990; Goiii et al. 2007).
En promedio, los VIB representaron aproximadamente el 26% de los casos de Influenza positiva
durante el periodo 2012 a 2019. Estos resultados fueron similares a otros paises que sugieren que
el VIB contribuye significativamente a la enfermedad Influenza (Glezen 2014; Caini et al. 2015,
2017; Barr et al. 2016; Tran et al. 2016; Seleka et al. 2017; Palekar et al. 2019). Nuestros
hallazgos revelaron que durante el afilo 2012 al 2019 los VIA y VIB casi siempre circularon de
manera conjunta, confirmando el papel importante del VIB en la propagacion de la infeccién en la
poblacion. Se ha sugerido que cuando la actividad de Influenza B es intensa puede producir un
impacto similar al de Influenza A (Paul Glezen et al. 2013). Los VIB rara vez dominan en una
temporada (Barr et al. 2016), sin embargo, en Uruguay en el afio 2015 predominé sobre Influenza
A. El aumento de la incidencia de Influenza B también coincidié con un cambio en el linaje
predominante de este virus (desde el linaje B/Yamagata en 2014 al linaje B/Victoria en 2015) y
con un cambio de clado dentro de un mismo linaje (desde B/Yamagata clado 2 en 2012 a
B/Yamagata clade 3 en 2014). En 2013 y 2016, se detectd una menor incidencia de infeccion
causada por el VIB en Uruguay junto con una mayor incidencia del tipo H1 pdm09 de Influenza A.
La ausencia del VIB en alguna temporada no es inusual, ya que se sabe que la actividad de este
virus es muy variable en todo el mundo, sin un patrén establecido que conduzca a un aumento en
el tamafio de la poblacién susceptible y/o a la desaparicién de uno o ambos linajes podrian estar
relacionados con la variabilidad genética del VIB (McCullers et al. 1999; Baker et al. 2014; Dudas
et al. 2015). En algunos afios, el VIB representa fuertes “cuellos de botella” en la poblaciéon y
generalmente se asocia con una alta prevalencia del VIA (Chen and Holmes 2008; Yang et al.
2012; Palekar et al. 2019). La interaccion con el VIA puede ser central en la configuracion de la
dindmica evolutiva del VIB y por lo tanto facilitar el cambio en el dominio o codominancia de los
linajes entre B/Victoria y B/Yamagata (Chen and Holmes 2008; Langat et al. 2017).

Durante el periodo de estudio, se observaron diferentes patrones de los linajes B/Victoria y
B/Yamagata. Con respecto a la distribucion de los diferentes linajes en relacién con los grupos
etarios de la poblacion estudiada, nuestro estudio demostré que los virus B/Victoria y B/Yamagata
tenian mas probabilidades de infectar a pacientes de entre 5 y 14 afos, siendo esto también
observado en estudios anteriores (Glezen 2014; Tewawong et al. 2015; Barr et al. 2016;
Horthongkham et al. 2016; Seleka et al. 2017; Trucchi et al. 2017; Tsedenbal et al. 2018).
Ademas, se puede observar que los virus del linaje B/Victoria tienden a distribuirse segun la edad
con picos predominantes en niflos menores de 10 afos. Mientras tanto, los virus de linaje
B/Yamagata presentan dos picos con mayor frecuencia de casos (en nifios menores de 10 afios y
un predominio significativo en individuos mayores de 25 afos, preferentemente adultos mayores
de 64 afios) como lo observado en otros paises (Tan et al. 2013; Socan et al. 2014; Oong et al.
2015; Vijaykrishna et al. 2015; Langat et al. 2017; Caini et al. 2019). La edad avanzada en los
casos con B/Yamagata podria explicar el aumento de la co-morbilidad y esto ha sido observado
anteriormente (Moa et al. 2017; Palekar et al. 2019). Curiosamente, se propuso que la diferencia
de edad entre las infecciones provocadas por el linaje B/Victoria y el B/Yamagata se debe a
diferencias en los aspectos moleculares de la dinAmica celular que ayudan a los virus a infectar el
epitelio del tracto respiratorio (Vijaykrishna et al. 2015), mientras otros propusieron que un mayor
namero de virus pertenecientes al linaje B/Victoria podria reducir la edad media de las personas
gue presentan infecciones especificas de ese linaje (Orsi et al. 2018). Se requieren mas estudios
para determinar si realmente hay alguna diferencia en cada uno de los linajes de VIB para los
distintos grupos etarios.
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Con respecto a la distribucion de los VIB en relacion al tipo de vigilancia, dentro de las personas
con IRAG la mayor proporcién se da en pacientes menores a 4 afos. Esto podria deberse a
diferencias en el comportamiento humano debido a que cuando los nifios se encuentran enfermos
es mas probable que sean trasladados al hospital especialmente cuando presentan sintomas de
IRAG (Qin et al. 2016). Lo observado en Uruguay también se da en otros paises (Tallo et al. 2014;
Burmaa et al. 2014). Los hallazgos en los centros centinelas de personas con ETI revelaron que la
tasa de positividad de Influenza fue alta entre los nifios de 5 a 9 afios y se volvid practicamente
nula en pacientes mayores a 40 afios. Curiosamente, y aungue la vigilancia de ETI solo se realizé
durante 3 de los 8 afos que abarcd el estudio, la proporcion de VIB encontrada fue
significativamente mayor que la observada entre los casos con IRAG en diferentes grupos de
edad. Algunos estudios han demostrado que Influenza ha desempefiado un papel importante en
las etiologias virales de los casos con ETI (Noh et al. 2013; Fu et al. 2015) mientras que otros
virus respiratorios fueron esenciales para la causa de IRAG especialmente en nifios (Zhang et al.
2013; Cheng et al. 2017).

El andlisis filogenético indic6 que las secuencias de HA y NA del VIB determinadas en este
estudio se dividieron en dos linajes distintos: B/Victoria y B/Yamagata. El linaje B/Victoria se
puede sub-dividir en el sub-clado V1A y V1B. El sub-clado V1B fue detectado en las cepas que
circularon en el pais en el afio 2010 al igual que otros paises de la regién y del hemisferio norte
como en ltalia (Tramuto et al. 2016) mientras que el sub-clado V1A fue el Unico detectado en
Uruguay durante 2012-2019. Las secuencias uruguayas y de la region que fueron secuenciadas y
que circularon en el afio 2010 se relacionaron genéticamente con B/Montana/05/2012 que es una
cepa de referencia para el clado V1B. Por otro lado, ese afio la cepa vacunal vacunal sugerida por
la OMS e incluida en las vacunas trivalentes fue B/Brisbane/60/2008, si bien las muestras (9/241,
3.7%) que pudieron ser secuenciadas de ese afio pertenecieron al mismo linaje pero a un sub-
clado diferente de las cepas circulantes, no podemos concluir que hubo concordancia vacunal
debido a que lo secuenciado no es una muestra representativa de ese afio. Las secuencias
uruguayas obtenidas del afio 2012 al 2017 estuvieron genéticamente relacionadas con
B/Brisbane/60/2008 que fue la cepa vacunal recomendada por la OMS para ser utilizada en la
formulacion trivalente en el hemisferio sur durante los afios 2012, 2016 y 2017. En 2019, todos los
virus B/Victoria detectados en Uruguay pertenecian al sub-clado V1Al y se encontré que estaban
relacionados genéticamente con B/Colorado/06/2017, una cepa vacunal recomendada por la OMS
para utilizarse en la vacuna trivalente del afio 2019 para todo el hemisferio sur. El sub-clado V1Al
se caracteriza por una delecién de dos aminoacidos en las posiciones 162 y 163 de la proteina
HA. Los virus con esta doble delecion de aminoacidos en la HA fueron detectados en la
temporada 2016-2017 en el hemisferio norte y continuaron circulando desde entonces (WHO,
2016). A diferencia de Uruguay, la circulacion de estas cepas se ha observado en los paises
vecinos desde 2017, extendiéndose aun mas en 2018 y prevaleciendo en 2019 en la region
sudamericana.

El linaje B/Yamagata se puede subdividir en los clados 2 y 3. En Uruguay, el clado 3 de este linaje
se detect6 desde el afio 2014 y hasta el dltimo afio del periodo que fue el afio 2019. Las
secuencias del clado 3 fueron similares a B/Phuket/3073/2013 una cepa vacunal recomendada
por la OMS e incluida en la vacuna trivalente para el hemisferio sur en los afios 2015 y 2018. El
clado 2 del linaje B/Yamagata se encontrd solo en 2012 en el pais, reportes recientes indican que
en los dltimos afos ha bajado sustancialmente la incidencia del virus perteneciente al clado 2
(Langat et al. 2017). EI mecanismo por el cual se lleva a la rotacion de linajes entre distintos
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linajes de VIB no esta del todo claro, sin embargo se especula que puede resultar de la seleccion
inmune debido a la acumulacién de la inmunidad de rebafio en la poblacion humana (Chen and
Holmes 2008). Se sugiere también que el linaje menos dominante de VIB con antigenicidad
distinta puede recuperar el dominio cuando el otro linaje predominante ha inducido
suficientemente inmunidad de rebafio en los hospedadores, ya sea mediante la recuperacion de la
infeccién o la vacunacion (Oong et al. 2015). Por otro lado, la co-circulacion de los clados 2 y 3 de
B/Yamagata fue detectado en las cepas seleccionadas de la region de los paises vecinos en los
afios 2012 a 2014. La co-existencia de ambos clados del linaje Yamagata en una region le permite
a estos virus evolucionar en multiples dimensiones (Langat et al. 2017). La mezcla de virus de
temporadas vecinas es menos vista para el linaje B/Victoria que para los virus del linaje
B/Yamagata (Kuo et al. 2016).

Los sitios antigénicos de la region HA1 de la HA de VIB se encuentran en el bucle-120 y en sus
zonas circundantes, el bucle-150, el bucle-160 y en la hélice-190 (Berton et al. 1984; Rivera et al.
1995; Wang et al. 2008; Shen et al. 2009; Fang et al. 2015) y se ha demostrado que se
encuentran bajo presion de seleccion positiva en el transcurso de la evolucion (Wang et al. 2008;
Shen et al. 2009). Investigaciones recientes han sugerido la presencia de residuos antigénicos
adicionales mas alla de estas regiones conocidas (Suptawiwat et al. 2017). No obstante, si bien
las sustituciones que ocurren en estas regiones podrian contribuir a la alteracién estructural de la
glicoproteina HA lo que llevaria a cambios en la antigenicidad (Shen et al. 2009) no todas las
mutaciones son epidemioldgicamente relevantes. En este estudio y en comparacion con la cepa
vacunal linaje especifico, se encontraron varias sustituciones aminoacidicas en los epitopes
antigénicos de los virus uruguayos secuenciados. En los virus B/Victoria, las mutaciones se
observaron principalmente en la regién del bucle-120. Se encontraron mutaciones en la region del
bucle-150 hasta el afio 2015 y no ocurrieron mutaciones en la regién de la hélice-190. Variaciones
en el bucle-160 se encontraron en las secuencias uruguayas a partir del afio 2019. Estudios
previos demostraron que el bucle-120 es una de las regiones con mayor variabilidad y juega un
papel crucial para estabilizar la estructura de la proteina HA (Wang et al. 2008; Tramuto et al.
2016). Las inserciones o deleciones dentro de la regién del bucle-160 podrian permitir que el VIB
sobreviva més tiempo sin sufrir un cambio antigénico (Nerome et al. 1998). Mientras tanto, en los
virus B/Yamagata, se encontraron mutaciones en los cuatro sitios antigénicos solo para las
muestras aisladas en el afio 2012, el gran nudmero de sustituciones de aminoéacidos en
encontrados en las cepas de ese afio podria deberse al hecho de que las secuencias de HA de
eran de un clado diferente del clado de la cepa vacunal utilizado ese afio. La inexistencia de
sustituciones de aminoacidos en los sitios antigénicos en los afios posteriores a 2012 estaria
confirmando de alguna manera que los virus del linaje B/Yamagata evolucionan de manera mas
lenta.

En algunos de los afios estudiados, se observaron sustituciones de aminoacidos que solo
circularon en Uruguay y que se encuentran fuera de las regiones antigénicas conocidas del gen
HA. Ademas, esas mismas muestras presentan sustituciones que también son Unicas para el gen
NA. Investigaciones recientes han sugerido la presencia de residuos antigénicos adicionales fuera
de las cuatro regiones antigénicas conocidas (Suptawiwat et al. 2017). Los cambios de
aminodacidos en estas regiones pueden alterar la antigenicidad viral y potencialmente cambiar la
direccion de la evolucién a medida que evolucionan hacia nuevos linajes (Shen et al. 2009). Estas
mutaciones pueden haber contribuido a aumentar la capacidad adaptativa viral. Si estas
variaciones contribuyen a la evolucion antigénica entonces los cambios en estas posiciones
podrian haber causado cambios conformacionales que afectan los sitios antigénicos. Ademas, es
importante que la actividad de las dos principales glicoproteinas estén balanceadas para mantener
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eficientemente la capacidad de infeccidén y de liberacion de las particulas virales (McAuley et al.
2019), las mutaciones compensatorias son necesarias para mantener la capacidad replicativa del
virus (Lin et al. 2010; Mohr et al. 2015). También es imperativo que la actividad relativa de las dos
proteinas esté equilibrada para mantener la capacidad de infectar y liberar de las células de
manera eficiente. A excepcion de las mutaciones Unicas encontradas en las cepas que circularon
en Uruguay, el resto de las variaciones detectadas durante el periodo 2010 a 2019 fueron
reportadas anteriormente en otros trabajos (Oong et al. 2015; Tewawong et al. 2015; Norway
National Influenza Centre, 2017, 2019; Seleka et al. 2017; Langat et al. 2017; Tivane et al. 2018;
Francis Crick Institute, 2019; McAuley et al. 2019).

Se han reportado que los sitios 248 y 373 de la NA del linaje B/Yamagata y los sitios 106 y 345 en
B/Victoria se encuentran bajo presion selectiva (Wang et al. 2008; Shen et al. 2009). Los sitios 248
y 373 se encontraron en las cepas uruguayas del linaje B/Yamagata aisladas en el afio 2012 y en
los afios 2017 y 2018 respectivamente. Por otro lado, en las muestras del linaje B/Victoria del afio
2017 y en los aislados de los afios 2014 y 2017 se encontraron mutaciones en los sitios 106 y 345
respectivamente. En las variaciones encontradas en ambas glicoproteinas, se destacan que las
combinaciones de mutaciones mas relevantes e informativas para cada linaje de VIB que
ocurrieron en los afios 2010, 2012, 2017 y 2018 para el linaje B/Yamagata y en los afios 2010,
2017 y 2019 para el linaje B/Victoria. Por otro lado, se destaca también que cepas del linaje
B/Victoria detectadas en el Hemisferio Norte en el afio 2019 presentaron con una triple delecion
(A162-164) en sus HA como también las mutaciones K371Q y A395T en sus NA (Francis Crick
Institute, 2019). En Uruguay y en la region, las cepas aisladas del linaje B/Victoria durante ese
mismo afo contenian una doble delecion (A162-163) en sus HA y las mutaciones K371Q y A395D
en sus NA. Si bien se encontraron mutaciones en sitios han sido reportado como resistentes a los
INA, son necesarios mas estudios que confirmen el fenotipo de resistencia de tales mutaciones.

Es de destacar que el 45% de las secuencias uruguayas de linaje B/Yamagata analizadas en el
afio 2018 presentaron un nuevo sitio potencial de glicosilacion en la posicion 232, que también se
observd en paises vecinos y en otras regiones del mundo (Norway National Influenza Centre,
2017; Tivane et al. 2018). La N-glicosilacion juega un papel importante en la estabilizacién de la
estructura de la HA protegiéndola de ser hidrolizada y evitando el reconocimiento de anticuerpos
(Wang et al. 2008). Ademas, el virus VIB también utiliza la adicién o la eliminacién de glicosilacion
en la HA como un mecanismo para la deriva antigénica facilitando la adaptacién viral (Shen et al.
2009). Se sabe que la diversidad en la glicosilacién en el epitope de la regién HALl de la HA
produce cambio antigénico (Wang et al. 2008).

Hasta ahora, la vacunacion sigue siendo la medida preventiva mas efectiva para reducir la
incidencia y la gravedad de la enfermedad (Soema et al. 2015; Mosterin Hopping et al. 2016). La
seleccién de la cepa del VIB para la vacuna trivalente anual es un desafio ya que debido al bajo
efecto protector de la vacunacion es cuando el linaje opuesto a la vacuna o ambos linajes
comienzan a circular en la poblacion (Beran et al. 2009; Belshe et al. 2010; Hu et al. 2015; Sharabi
et al. 2016; Demicheli et al. 2018). Estudios recientes en Australia, Estados Unidos, Europa,
América Latina y el Caribe muestran que hay mas de un tercio de no concordancia entre la vacuna
y el lingje circulante predominante (Qin et al. 2016; Caini et al. 2017; Moa et al. 2017; Palekar et
al. 2019). De hecho, se demostré aqui en Uruguay y en la region que ambos linajes de VIB
circularon en diferentes proporciones en casi todo el perido 2012-2019. Nuestros hallazgos
evidenciaron que la no concordancia entre las cepas circulantes y las vacunales varié durante las
8 temporadas estudiadas observandose un mayor impacto en el afio 2015, también se demostré
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gue el 28% de las infecciones con Influenza B que circulaban en Uruguay no correspondian al
linaje de la cepa vacunal. El impacto potencial del desajuste vacunal ha sido ampliamente
investigado y los hallazgos resaltaron el efecto que tiene sobre la epidemiologia de los virus
Influenza. Ademas, se ha reportado que la eficacia de la vacuna contra la gripe B se reduce
bastante cuando el linaje circulante no coincide con el linaje de la vacuna (Beran et al. 2009). Si
bien en Uruguay fue administrada la vacuna trivalente de forma gratuita, especialmente aquellos
con alto riesgo, la cobertura vacunal se mantuvo baja (en promedio 24% y 30% en pacientes
menores a 4 afios y mayores a 64 afios, respectivamente) como ha sido reportado también en
otros paises de la region (Tinoco et al. 2017; Palekar et al. 2019). La falta de disponibilidad de
datos de vacunacién y de analisis antigénicos en nuestra poblacion de estudio limita nuestra
posibilidad de hacer alguna inferencia sobre este tema. Sin embargo, la magnitud del impacto de
la no coincidencia vacunal en la epidemiologia de los virus Influenza depende de varios factores
durante una determinada estacion y de la proporcion de cada linaje de VIB que circula (Reed et al.
2015). Se puede esperar que las vacunas cuadrivalentes desarrolladas que contienen cepas de
ambos linajes, aumenten la efectividad de la vacuna y reduzcan la morbilidad y mortalidad
causadas por el virus. Parece una consecuencia l6gica que los nifios podrian beneficiarse mas en
la implementacion de medidas preventivas especificas basadas en vacunas, con el potencial de
reducir la carga de la enfermedad en individuos vacunados y no vacunados. Sin embargo, hasta
ahora solo unos pocos paises recomiendan la vacunacion con formulaciones cuatrivalentes contra
Influenza distribuyéndola de forma gratuita (ECDC, 2020).

Aunqgue la informacion de otros segmentos genéticos internos puede representar una limitacién
importante de este estudio, los resultados presentados proporcionan evidencia de la
heterogeneidad e informacion genética para estimar la variabilidad de los VIB circulantes en
Uruguay y en los paises de la region. Es necesario realizar analisis antigénico adicionales para
evaluar las caracteristicas de las cepas vacunales candidatas y las cepas circulantes,
especialmente en aquellas que poseen variaciones en los sitios antigénicos y en los sitios de
glicosilacion de la glicoproteina HA. La comparacion de la relacion antigénica con las sustituciones
de aminoacidos ayuda a definir cepas vacunales apropiadas. Otra limitacion es que solo se
examinaron mutaciones en la glicoproteina NA en sitios antigénicos que han sido descriptos
anteriormente, por lo que son necesarias pruebas de susceptibilidad de aislamientos de pacientes
y estudios de vigilancia antiviral, asi como también la caracterizacion funcional de marcadores
moleculares de resistencia a farmacos. A pesar de las limitaciones, el sistema de vigilancia de los
VIB ha demostrado ser util para describir el comportamiento epidemiol6gico y evolutivo de estos
virus que han estado circulando en Uruguay durante los ultimos afios y los resultados demuestran
gue el VIB va evolucionando de acuerdo con otras observaciones reportadas en otras regiones
(Glezen 2014).

Conclusiones

Este estudio es uno de los primeros en destacar la prevalencia y las caracteristicas moleculares
de los genes parciales de las glicoproteinas HA y NA de las cepas del VIB que han circulado en
Uruguay en los ultimos afios. Nuestros hallazgos, como otros estudios, confirman la variabilidad
genética de los VIB y muestran la importancia de la vigilancia epidemioldgica y molecular para el
manejo efectivo de las epidemias de Influenza. Comprender el comportamiento evolutivo diferente
que tienen los virus Influenza y cémo puede interactuar entre ellos, es claramente importante para
predecir su impacto en las poblaciones humanas y para mejorar los sistemas de vigilancia
llevando a una mejor prediccion y sugerencia para el desarrollo de las vacunas.
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Anexos

Anexo 1. Nimeros de accesos en GISAID.

Se detallan los nUmeros de acceso a las secuencias de los genes parciales de HA y NA de las muestras
aisladas en Uruguay durante el periodo 2010 a 2019. Los simbolos “+” y en color rojo se indican secuencias
obtenidas en este trabajo y con simbolo “*” se indican las secuencias uruguayas obtenidas de la base de
datos GISAID. Con simbolo “—"se indican las secuencias que no pudieron ser obtenidas.

Numeros de acceso
Cepa Gen HA Gen NA

+ B/Uruguay/1301/2010 EPI117226540 EP117226539
+ B/Uruguay/1861/2010 EPI1705811 EPI11705812
+ B/Uruguay/1350/2010 EPI1705813 EPI11705814
+ B/Uruguay/793/2010 EP11705809 EPI1705810
+ B/Uruguay/218/2010 EPI11705807 EPI1705808
* B/Uruguay/1039/2010 EPI291653 EPI291652

* B/Uruguay/581/2010 EPI291662 EPI291661

* B/Uruguay/517/2010 EPI291659 EPI291658

* B/Uruguay/1050/2010 EPI291656 EPI291655

+ B/Uruguay/257/2012 EP11694132 -

+ B/Uruguay/488/2012 EP11694428 EP11694429
+ B/Uruguay/312/2012 EP11694430 -

+ B/Uruguay/236/2012 EP11694435 EP11694436
+ B/Uruguay/252/2012 EP11694437 EP11694438
+ B/Uruguay/266/2012 EP11694439 EPI11694440
+ B/Uruguay/276/2012 EP11694441 EP11694442
+ B/Uruguay/515/2012 EP11694443 EPI11694444
+ B/Uruguay/311/2012 EP11694445 -

* B/Uruguay/153/2012 EPI397176 EPI397175

* B/Uruguay/358/2012 EPI397496 EPI397495

+ B/Uruguay/864/2013 EP11694446 -

* B/Uruguay/177/2013 EPI1468104 EPI1468103

+ B/Uruguay/406/2014 EP11694447 EP11694448
+ B/Uruguay/578/2014 EP11694449 EPI11694450
+ B/Uruguay/422/2014 EP11694451 EP11694452
* B/Uruguay/143/2014 EPI543636 EPI543635

+ B/Uruguay/105/2015 EP11694453 -

+ B/Uruguay/94/2015 EP11694454 -

+ B/Uruguay/396/2015 EP11694455 -

+ B/Uruguay/372/2015 EP11694456 EP11694457
+ B/Uruguay/309/2015 EP11694458 EPI11694459
+ B/Uruguay/289/2015 EP11694460 EP11694461
+ B/Uruguay/342/2015 - EP11694462
+ B/Uruguay/345/2015 EP11694463 EP11694464
+ B/Uruguay/335/2015 EP11694465 EP11694466
+ B/Uruguay/384/2015 EP11694467 -

* B/Uruguay/102/2015 EP1662236 EPI1662235

* B/Uruguay/98/2015 EPI662229 EPI1662228

* B/Uruguay/02/2016 EPI826797 EPI826796

+ B/Uruguay/934/2016 EP11694468 -

+ B/Uruguay/789/2016 EP11694469 EPI11694470
+ B/Uruguay/830/2017 EP11694471 EP11694472
+ B/Uruguay/700/2017 EP11694473 EPI11694474
+ B/Uruguay/659/2017 EP11694475 -

+ B/Uruguay/1064/2017 EP11694477 -

+ B/Uruguay/673/2017 - EP11694493
* B/Uruguay/527/2017 EPI1053039 EPI1053038
* B/Uruguay/403/2017 EPI1053031 EPI1053030
*

B/Uruguay/338/2017 EPI11053047 EPI11053046
* B/Uruguay/126/2017 EPI1034164 EPI11034163
* B/Uruguay/119/2017 EPI1034148 EPI1034147
* B/Uruguay/113/2017 EPI1034141 EPI1034140
* B/Uruguay/106/2017 EPI11034133 EPI1034132
* B/Uruguay/511/2017 EPI1053015 EPI1053014
* B/Uruguay/383/2017 EPI1053055 EPI11053054
* B/Uruguay/379/2017 EPI1053023 EPI1053022
* B/Uruguay/140/2017 EPI1034188 EPI1034187

* B/Uruguay/138/2017 EPI1034180 EPI11034179
* B/Uruguay/137/2017 EPI11034172 EPI1034171
* B/Uruguay/124/2017 EPI11034156 EPI11034155
+ B/Uruguay/1054/2018 EPI11694495 EP11694496
+ B/Uruguay/1005/2018 EPI11694497 EP11694498
+ B/Uruguay/816/2018 EP11694499 EPI11694500
+ B/Uruguay/727/2018 EP11694501 EP11694502
+ B/Uruguay/1070/2018 EPI11694503 EP11694505
+ B/Uruguay/899/2018 EP11311468 -

+ B/Uruguay/835/2018 EPI11311467 -

+ B/Uruguay/626/2018 EP11311466 -

* B/Uruguay/571/2018 EPI1312796 EPI1312795
* B/Uruguay/553/2018 EPI11312804 EPI11312803
* B/Uruguay/33/2018 EPI1312812 EPI1312811
+ B/Uruguay/708/2019 EPI11694770 EPI1694764
+ B/Uruguay/748/2019 EP11694769 EPI11694762
+ B/Uruguay/753/2019  EPI1694768 EPi1694763
+ B/Uruguay/153/2019 EP11738132 -~
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Anexo 2. Sustituciones de aa en HA1 del linaje B/Victoria en cepas uruguayas.

Se describen los cambios de aa encontrados en la regién HAL del gen HA para el linaje B/Victoria durante el
periodo 2010 a 2019, los analisis se hicieron en referencia a la vacunal B/Brisbane/60/2008. Sélo se indican
los cambios para las cepas de Uruguay, el analisis completo se encuentra disponible en el Anexo 6. Con
simbolo “.” se indican aquellas posiciones sin cambios y con “-” las posiciones en las cuales no fue posible
determinar el aa. La abreviatura “del” corresponde a delecion. En color azul se destacan los sitios mas
prevalentes y en verde se destacan las mutaciones Unicas encontradas en las cepas de Uruguay.

52 58 87 106 117 121 129 144 146 162 163 164 169 175 180 252
B/Brisbane/60/2008 KLV Q Il T N P I K N D A I IV
B/Uruguay/753/2019 ... .V del del \Y,
B/Uruguay/708/2019 ... .V del del . . .V
B/Uruguay/153/2019 - - - - del del . . .V
B/Uruguay/748/2019 del del Vv
B/Uruguay/137/2017
B/Uruguay/138/2017
B/Uruguay/140/2017
B/Uruguay/511/2017
B/Uruguay/379/2017
B/Uruguay/383/2017
B/Uruguay/830/2017
B/Uruguay/659/2017
B/Uruguay/700/2017
B/Uruguay/124/2017
B/Uruguay/02/2016
B/Uruguay/789/2016
B/Uruguay/934/2016
B/Uruguay/98/2015
B/Uruguay/102/2015
B/Uruguay/335/2015 . . .
B/Uruguay/345/2015 . . . R
B/Uruguay/384/2015
B/Uruguay/289/2015
B/Uruguay/105/2015
B/Uruguay/396/2015
B/Uruguay/94/2015
B/Uruguay/406/2014
B/Uruguay/578/2014
B/Uruguay/864/2013 . . . . . .
B/Uruguay/177/2013 . . . . . . D .
B/Uruguay/257/2012 . . . . . . . L
B/Uruguay/312/2012 .
B/Uruguay/236/2012 R
B/Uruguay/311/2012 R
B/Uruguay/581/2010
B/Uruguay/1301/2010
B/Uruguay/1039/2010
B/Uruguay/517/2010

> > > > > > > > >
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Anexo 3. Sustituciones de aa en HA1 del linaje B/Yamagata en cepas uruguayas.

Se describen los cambios de aa encontrados en la region HAL1 del gen HA para el linaje B/Yamagata
durante el periodo 2010 a 2019, los analisis se hicieron en referencia a la vacunal B/Pucket/3073/2013. Sélo
se indican los cambios para las cepas de Uruguay, el andlisis completo se encuentra disponible en el Anexo
7. Con simbolo “.” se indican aquellas posiciones sin cambios. En color azul se destacan los sitios mas
prevalentes seguido por los sitios destacados en verde. En color amarillo se destaca la mutacion Unica
encontrada entre las cepas de Uruguay.

48 83 108 116 124 150 165 172 181 188 198 202 229 232 251 298 312
B/Phuket/3073/2013 R | P K V | Y L T T T S D D M E K
B/Uruguay/727/2018
B/Uruguay/816/2018
B/Uruguay/1005/2018
B/Uruguay/1054/2018
B/Uruguay/033/2018 . . . . . .
B/Uruguay/1070/2018 . . . . . V
B/Uruguay/553/2018
B/Uruguay/626/2018
B/Uruguay/899/2018
B/Uruguay/835/2018
B/Uruguay/571/2018
B/Uruguay/1064/2017
B/Uruguay/106/2017
B/Uruguay/113/2017
B/Uruguay/527/2017
B/Uruguay/119/2017
B/Uruguay/403/2017
B/Uruguay/338/2017
B/Uruguay/126/2017
B/Uruguay/309/2015
B/Uruguay/372/2015 . .
B/Uruguay/143/2014 .V
B/Uruguay/422/2014
B/Uruguay/276/2012
B/Uruguay/153/2012
B/Uruguay/252/2012
B/Uruguay/488/2012
B/Uruguay/515/2012
B/Uruguay/358/2012
B/Uruguay/266/2012
B/Uruguay/1350/2010
B/Uruguay/793/2010
B/Uruguay/218/2010
B/Uruguay/1050/2010
B/Uruguay/1861/2010

22222

2222 2 -
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Anexo 4. Sustituciones de aa en NA del linaje B/Victoria en cepas uruguayas.

Se describen los cambios de aa encontrados en la regiéon parcial del gen HA para el linaje B/Victoria durante
el periodo 2010 a 2019, los analisis se hicieron en referencia a la vacunal B/Brisbane/60/2008. Sélo se
indican los cambios para las cepas de Uruguay, el analisis completo se encuentra disponible en el Anexo 8.
Con simbolo “.” se indican aquellas posiciones sin cambios y con las posiciones en las cuales no fue
posible determinar el aa. La abreviatura “del” corresponde a deleciéon. En color azul se destacan los sitios

mas prevalentes y en verde se destacan las mutaciones Unicas encontradas en las cepas de Uruguay.

“wn

27 45 46 51 59 60 68 73 74 75 94 106 120 157 198 199 220 290 295 320 329 340 345 358 371 377 384 395 401 403

B/Brisbane/60/2008 S I TPNVTLLLKT 1 I N N K A S D NN S E KM D A V M
B/Uruguay/708/2019 Y, N R D K Q G D
B/Uruguay/748/2019 . . . . . . . . . . Y, N R D K Q G D
B/Uruguay/753/2019 - - - - - - - - - - .V N R D K Q G D .
B/Uruguay/137/2017 A IV N R D K G |
B/Uruguay/138/2017 A . 1V N R D K G |
B/Uruguay/140/2017 A | 1V N R D K G |
B/Uruguay/511/2017 A 1V N R D K G |
B/Uruguay/379/2017 . . . . A 1V N R D K G |
B/Uruguay/830/2017 - - - - A 1V N R D K G |
B/Uruguay/700/2017 - - - - A 1V N R D K G |
B/Uruguay/383/2017 . . . . . A . 1V N R D K G |
B/Uruguay/673/2017 - - - - I A F 1V N R D K G |
B/Uruguay/124/2017 . . . . . R D N K .
B/Uruguay/789/2016 - - - - vV V N V R D K G .
B/Uruguay/02/2016 T R D K |
B/Uruguay/98/2015 T R D K

B/Uruguay/102/2015 . T | . . R D K

B/Uruguay/289/2015 - - - - K R D K

B/Uruguay/342/2015 - - - - R D K

B/Uruguay/345/2015 - - - - . R D K

B/Uruguay/335/2015 - - - - - . . . . . .. ... R D . K

B/Uruguay/406/2014 - - - - . . . F . . . . . . S R D N K

B/Uruguay/578/2014 - - - - . . . F . . . . . . S R D N K

B/Uruguay/177/2013 . . . . R D K

B/Uruguay/236/2012 - - - - . . . D .
B/Uruguay/581/2010 . . . S . . . F . D D Y,
B/Uruguay/1039/2010 L . . S . . . F R D . D

B/Uruguay/517/2010 L . . S . . . . R . D N D .
B/Uruguay/1301/2010 - - - - . . . F R A D D K
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Anexo 5. Sustituciones de aa en NA del linaje B/Yamagata en cepas uruguayas.

Se describen los cambios de aa encontrados en la region parcial del gen NA para el linaje B/Yamagata
durante el periodo 2010 a 2019, los analisis se hicieron en referencia a la vacunal B/Pucket/3073/2013. Sélo
se indican los cambios para las cepas de Uruguay, el analisis completo se encuentra disponible en el Anexo

9. Con simbolo

“wn

. se indican aquellas posiciones sin cambios y con

“wn

las posiciones en las cuales no fue

posible determinar el aa. En color azul se destacan los sitios mas prevalentes.

B/Phuket/3073/2013

42 45 46 49 53 55 57 59 60 67 68 73 76 78 88 91 99 106 115 120 125 171 175 186 248 295 320 340 342 343 371 372 373 395

RVTIDAANVATPPPPTS T I I K I A R I S KD D E K T K A

B/Uruguay/1005/2018
B/Uruguay/816/2018
B/Uruguay/033/2018
B/Uruguay/727/2018
B/Uruguay/1054/2018
B/Uruguay/571/2018
B/Uruguay/553/2018
B/Uruguay/1070/2018
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S
S
S
S
S

ETTLLLLKLELE L

B/Uruguay/403/2017
B/Uruguay/113/2017
B/Uruguay/119/2017
B/Uruguay/338/2017
B/Uruguay/106/2017
B/Uruguay/126/2017
B/Uruguay/527/2017

=z
POLPOLPOLPLPLPLIPOLLPLPLLLO

>>> > > > >
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B/Uruguay/372/2015
B/Uruguay/309/2015
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B/Uruguay/422/2014
B/Uruguay/143/2014

B/Uruguay/252/2012
B/Uruguay/515/2012
B/Uruguay/153/2012
B/Uruguay/358/2012
B/Uruguay/266/2012
B/Uruguay/276/2012
B/Uruguay/488/2012
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B/Uruguay/793/2010
B/Uruguay/1861/2010
B/Uruguay/218/2010
B/Uruguay/1050/2010
B/Uruguay/1350/2010
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Anexo 6. Sustituciones de aminoacidos en HA1 del linaje B/Victoria.

La cepa vacunal de referencia utilizada para el analisis se indica en negrita. Se utilizan cepas aisladas en

Uruguay y seleccionadas de la region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. Con simbolo “.” se
indican aquellas posiciones sin cambios y con simbolo “-” las posiciones para las cuales no se pudo
determinar el aa. La abreviatura “del” indica la palabra delecién.

52 58 87 106 117 121 129 144 146 162 163 164 169 175 180 252

B/Brisbane/60/2008 K L \/ Q 1 L P 1 <K N D A 1 1 \/
B/Colorado/06/2017 _ B . . del del .
B/Washington/02/2019 _ . . . . . del del del .
B/Uruguay/753/2019 N B N N N B del del N N B
B/Uruguay/70S8/2019 - - - - - - del del - - -
B/Uruguay/153/2019 - - - - - - del del - - -
B/Uruguay/748/2019 - - - - - del del - - -
B/SaoPaulo/1211465/2019 - - - . del del - - .
B/Bahia/735/2019 N . . . del del . .
B/Santiago/48735/2019 N . . . del del . .
B/Santiago/62161/2019 _ . del del . .
B/Brazil /2470/2018 _ N B B del del - N
B/Brazil/4835/2018 N . . R del del . .
B/Paraguay/7301/2018 N . . R del del . . R
B/Paraguay/0620/2018 - R - . R del del - . -
B/Santiago/34511/2018 - - - - - del del - - -
B/Argentina/9/201s8 - - . . - del del . . N
B/Santiago/51375/2018 - - - - . del del - - -
B/Argentina/13738/2018 - - - - - del del - . -
B/Brazil/6128/2017 - - -
B/Argentina/13339/2017 - -
B/Argentina/2110/2017 N .
B/Brazil/4558/2017 N .
B/San 20/54067/2017 N .
B/Santiago/25385/2017 - . .
B/Uruguay/137/2017 - - A
B/Uruguay/138/2017 . - A
B/Uruguay/140/2017 N - A
B/Uruguay/511/2017 - - A
B/Uruguay/379/2017 - - A
B/Uruguay/383/2017 - - A -

A

A

A

- - del del - - -
- - del del - -

del del -

B/Uruguay/830/2017 - -
B/Uruguay/659/2017 - -
B/Uruguay/700/2017 - -
B/Uruguay/124/2017 - -
B/Paraguay/S037/2017 _
B/Brazil /O0496/2016 _
B/Ceara/1449521EC/2016 N R
B/Uruguay/02/2016 - -
B/Uruguay/789/2016 N -
B/Uruguay/934/2016 N -
B/Santiago/44313/2016 N .
B/Santiago/45998/2016 - -
B/Paraguay/2377/2016 - -
B/Paraguay/5894/2016 - .
B/Argentina/268/2016 - -
B/Paraguay/1131/2015 -
B/Paraguay/5133/2015 N
B/Valparaiso/81181/2015 N
B/Santiago/80460/2015 -
B/Argentina/11461/2015 N
B/Brazil /80287/2015 N
B/Brazil/6297/2015 N R
B/Uruguay/98/2015 N -
B/Uruguay/102/2015 N -
B/Uruguay/335/2015 - -
B/Uruguay/345/2015 - -
B/Uruguay/384/2015 - -
B/Uruguay/289/2015 - -
B/Uruguay/105/2015 - -
B/Uruguay/396/2015 - -
B/Uruguay/94/2015 - -
B/BuenosAires/10986152/2014 _
B/Paraguay/4674/2014 N
B/Paraguay/672/2014 N R
B/Uruguay/406/2014 N -
B/Uruguay/578/2014 N -
B/Brazil/2920/2014 . N
B/Santiago/69223/2014 - -
B/Concepcion/264/2014 - -
B/Brazil/5137/2014 - -
B/Argentina/154/2014 - -
B/Brazil/3742/2013 - -
B/Brazil/6004/2013 N
B/PuertoMontt/81199/2013 N
B/Santiago/82832/2013 - .
B/Uruguay/S864/2013 - -
B/Uruguay/177/2013 - -
B/Santiago/34960/2012 N
B/Santiago/49303/2012 -
B/BuenosAires/770/2012 N
B/Formosa/V2367/2012 N
B/Brazil/09244/2012 N
B/Paraguay/190/2012 . .
B/Paraguay/252/2012 . .
B/Uruguay/257/2012 - -
B/Uruguay/312/2012 -
B/Uruguay/236/2012 R
B/Uruguay/311/2012 R
B/Santiago/14887/2010 -
B/Paraguay/3081/2010
B/Uruguay/581/2010 -
B/Uruguay/1301/2010 -
B/Uruguay/1039/2010 -
B/Uruguay/517/2010 -
B/Argentina/159/2010 N
B/Argentina/211/2010 N
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Anexo 7. Sustituciones de aminoacidos en HA1 del linaje B/Yamagata

La cepa vacunal de referencia utilizada para el analisis se indica en negrita. Se utilizan cepas aisladas en
Uruguay y seleccionadas de la region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. Con simbolo “.” se
indican aquellas posiciones sin cambios y con simbolo “-” las posiciones para las cuales no se pudo

determinar el aa.

48 83 108 116 124 150 165 172 181 188 198 202 229 232 251 298 312
B/Phuket/3073/2013 R 1 P K \Y4 1 Y L T T T S D D M E K
B/Wisconsin/01/2010 . . . N . . . . . . . . . . . K E
B/Massachusetts/02/2012 K . A N . S N A . 1 N G . . K E
B/Santiago/64840/2019
B/Santiago/63228/2019
A/EspiritoSanto/87/2019
B/Parana/27/2019 - . - - . - .
B/Uruguay/727/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/816/2018 - - - - - - -
B/Uruguay/1005/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/1054/2018 - - - - - - -
B/Uruguay/033/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/1070/2018 . . . . . v .
B/Uruguay/553/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/626/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/899/2018 - . . . . . .
B/Uruguay/835/2018 . . . . . . .
B/Uruguay/571/2018 . . . . . . .
B/Argentina/14/2018
B/Argentina/13785/2018
B/Brazil/7103/2018
B/Brazil/0379/2018
B/Paraguay/6288/2018
B/Paraguay/0336/2018
B/Santiago/53060/2018
B/Santiago/34517/2018
B/Santiago/75265/2017
B/Santiago/81374/2017
B/Argentina/1744/2017
B/Argentina/13252/2017
B/Paraguay/3099/2017
B/Paraguay/8072/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/1064/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/106/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/113/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/527/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/119/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/403/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/338/2017 . . . . . . .
B/Uruguay/126/2017 . . . . . . .
B/Brazil/8134/2017 . . . . . .
B/Brazil/3889/2017 . . . . . A4
B/Pucon/75541/2015
B/Paraguay/0905/2015
B/Paraguay/6712/2015
B/Santiago/75552/2015 . . . . . . .
B/Uruguay/309/2015 . . . . . . .
B/Uruguay/372/2015 . . . . . . .
B/Brazil/0589/2015
B/Brazil/36401/2015
B/Argentina/11616/2015
B/Santiago/73755/2014
B/Brazil/1716/2014
B/Brazil/2282/2014
B/Santiago/71933/2014 . . . . . . .
B/Uruguay/143/2014 . v . . . . .
B/Uruguay/422/2014 . . .
B/SantaFe/1079/2014 K . A
B/SantaFe/1149/2014
B/Paraguay/2429/2014
B/Paraguay/0068/2014
B/Natal/119888/2012
B/Santiago/11896/2012
B/Santiago/38204/2012
B/Tucuman/A285/2012
B/BuenosAires/8833/2012
B/Uruguay/276/2012
B/Uruguay/153/2012
B/Uruguay/252/2012
B/Uruguay/488/2012
B/Uruguay/515/2012
B/Uruguay/358/2012
B/Uruguay/266/2012
B/Brazil/6360/2010
B/Brazil/1000/2010 - -
B/Uruguay/1350/2010 . . .
B/Uruguay/793/2010 . . .
B/Uruguay/218/2010 . . .
B/Uruguay/1050/2010 . . .
B/Uruguay/1861/2010 . . .
B/Santiago/15183/2010
B/Paraguay/1453/2010
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Anexo 8. Sustituciones de aminoacidos en NA del linaje B/Victoria

La cepa vacunal de referencia utilizada para el analisis se indica en negrita. Se utilizan cepas aisladas en
Uruguay y seleccionadas de la region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. Con simbolo “.” se
indican aquellas posiciones sin cambios y con simbolo “-” las posiciones para las cuales no se pudo
determinar el aa.

27 45 46 51 59 60 68 73 74 75 94 106 120 157 198 199 220 290 295 320 329 340 345 358 371 377 384 395 401 403
B/Brisbane/60/2008 S I T P NVTLL LK T 1 1 N N K A S D N N S E K M A V M
B/Colorado/06/2017 Q
B/Washington/02/2019
B/Santiago/48735/2019
B/Santiago/62161/2019
B/Uruguay/708/2019
B/Uruguay/748/2019 Ce e e e
B/Uruguay/753/2019 - - - - - - - - -
B/SaoPaulo/1211465I1AL/2019
B/Bahia/735/2019
B/Paraguay/0620/2018
B/Paraguay/7301/2018
B/Brazil/4835/2018
B/Brazil /2470/2018
B/Argentina/9/2018
B/Argentina/13738/2018
B/Santiago/51375/2018
B/Santiago/34511/2018
B/Argentina/2110/2017
B/Argentina/13339/2017
B/Santiago/54067/2017
B/Santiago/25385/2017 T
B/Brazil/6128/2017 .. . . . . . F
B/Brazil/4558/2017
B/Uruguay/137/2017
B/Uruguay/138/2017
B/Uruguay/140/2017
B/Uruguay/511/2017
B/Uruguay/379/2017 - .
B/Uruguay/830/2017 - - - -
B/Uruguay/700/2017 - - - -
B/Uruguay/383/2017 S e e
B/Uruguay/673/2017 I |
B/Uruguay/124/2017
B/Paraguay/8037/2017
B/Ceara/144952IEC/2016
B/Brazil /0496/2016
B/Santiago/44313/2016
B/Santiago/45998/2016
B/Paraguay/2377/2016 Ce e e e
B/Paraguay/5894/2016 .. . . . . . F
B/Uruguay/789/2016 - - - -
B/Uruguay/02/2016 LT
B/Argentina/268/2016
B/Paraguay/1131/2015
B/Paraguay/5133/2015
B/Argentina/11461/2015
B/Brazil /80287/2015
B/Valparaiso/81181/2015 L e . . . .
B/Santiago/80460/2015 Ce e . Vv . . . N
B/Uruguay/98/2015 LT
B/Uruguay/102/2015 LT L
B/Uruguay/289/2015 - - - - K
B/Uruguay/342/2015 - - - -
B/Uruguay/345/2015 - - - -
B/Uruguay/335/2015 - - - - -
B/Brazil/6297/2015
B/Santiago/69223/2014
B/Concepcion/264/2014
B/Brazil /2920/2014
B/Brazil/5137/2014 L . . . .
B/Uruguay/406/2014 - - - - . . . F . . . . . . S
B/Uruguay/578/2014 = = = = . .« . F . . . . . . S
B/Paraguay/672/2014 L e . . . S
B/Paraguay/4674/2014 .. ... . . .P
B/Argentina/154/2014
B/BuenosAires/10986152/2014 L . . . .
B/Brazil/3742/2013 A . .S
B/Brazil /6004/2013 ... .. . A
B/Uruguay/177/2013 Ce e e e
B/PuertoMontt/81199/2013 . . . . . . . P . F
B/Santiago/82832/2013 Ce e
B/BuenosAires/770/2012 L ... LA
B/Formosa/V2367/2012 . . . . . . . F
B/Santiago/34960/2012
B/Santiago/49303/2012
B/Brazil /0944/2012 P
B/Uruguay/236/2012 - - - -
B/Paraguay/190/2012
B/Paraguay/252/2012 .
B/Paraguay/3081/2010 L
B/Uruguay/581/2010 .
B/Uruguay/1039/2010 L
B/Uruguay/517/2010 L . . « e e e e .
B/Uruguay/1301/2010 - - - - . . . F . . R A
B/Victoria/304/2006 P o .
B/Argentina/211/2010 S e 1
B/Argentina/159/2010 L e e 1 . . .
B/Santiago/14887/2010 L . . s . . . F . . R . . . . D
B/Antofagasta/15020/2010 Lo 1 . . . . N
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Anexo 9. Sustituciones de aminoacidos en NA del linaje B/Yamagata

La cepa vacunal de referencia utilizada para el andlisis se indica en negrita. Se utilizan cepas aisladas en
Uruguay y seleccionadas de la region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. Con simbolo “.” se
indican aquellas posiciones sin cambios y con simbolo “-” las posiciones para las cuales no se pudo

determinar el aa.
42 45 46 49 53 55 57 59 60 67 68 73 76 78 88 91 99 106 115 120 125 171 175 186 248 295 320 340 342 343 371 372 373 395
B/Phuket/3073/2013 RV TI DAANVATZPPPPTS T | | K A R | S K D D E K T K A
A/EspiritoSanto/87/2019
B/Santiago/64840/2019
B/Santiago/63228/2019
B/Argentina/13785/2018 A, A,
B/Uruguay/1005/2018 - - - - - - -
B/Uruguay/816/2018 L
B/Uruguay/033/2018 Lo ..
B/Uruguay/727/2018 - - - - - -
B/Uruguay/1054/2018 -
B/Uruguay/571/2018
B/Uruguay/553/2018 ...
B/Uruguay/1070/2018 .
B/Brazil/7103/2018
B/Santiago/53060/2018
B/Argentina/14/2018
B/Santiago/34517/2018 Lo P
B/Brazil/0379/2018 R T R
B/Paraguay/6288/2018 .. . . . . . . A
B/Paraguay/0336/2018 L e L e . . . . .
B/Santiago/75265/2017 1 . . . . M
B/Santiago/81374/2017
B/Argentina/13252/2017
B/Paraguay/3099/2017
B/Paraguay/8072/2017
B/Argentina/1744/2017
B/Uruguay/403/2017
B/Uruguay/113/2017
B/Uruguay/119/2017
B/Uruguay/338/2017
B/Uruguay/106/2017
B/Uruguay/126/2017
B/Uruguay/527/2017 e e e e Ce e e . . . . . . . .
B/Brazil/3889/2017 o T . . . . . . . . R
B/Brazil/8134/2017 T - N . . . . . . . V. R
B/Argentina/11616/2015
B/Brazil/0589/2015
B/Paraguay/0905/2015 e, . . . . . . . . . . . . . . .
B/Santiago/75552/2015 e . . . . . . . . . . . . . . Q
B/Pucon/75541/2015 NV
B/Uruguay/372/2015 e
B/Uruguay/309/2015 - - - - - - K F . . . .S . . . 0. .V
B/Paraguay/6712/2015 e e e .M . . . . . . . . . . . . .
B/Brazil/36401/2015 R T T . . . . . . . . . . . N . . . . D
B/Paraguay/2429/2014 e, . . . . . . . . . . . . . . . . .
B/SantaFe/1079/2014 alr . . . . . . . AL . . . .. . . M . . K Vv R E . . K . . . \%
B/SantaFe/1149/2014 L e e
B/Uruguay/422/2014 LT |
B/Uruguay/143/2014 . . N
B/Brazil/1716/2014
B/Brazil/2282/2014 e . . . . . . . . . . . . .
B/Paraguay/0068/2014 S o . . . . . . . K . . E N . K
B/Santiago/71933/2014
B/Santiago/73755/2014 L
B/Uruguay/252/2012 - - - - - -
B/Uruguay/515/2012
B/Uruguay/153/2012
B/Uruguay/358/2012
B/Uruguay/266/2012 ..
B/Uruguay/276/2012 - - - - - - - KN
B/Uruguay/488/2012 -
B/Natal/119888/2012
B/Tucuman/A285/2012
B/BuenosAires/8833/2012
B/Santiago/11896/2012
B/Santiago/38204/2012 Q
B/Santiago/15183/2010 . L.
B/Uruguay/793/2010 - - - - - -
B/Uruguay/1861/2010 - - - - - - - e -
B/Uruguay/218/2010 - - - - - -
B/Uruguay/1050/2010 .1 . . G
B/Uruguay/1350/2010 -
B/Paraguay/1453/2010
B/Brazil/1000/2010
B/Brazil/6360/2010
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Anexo 10. Sitios de glicosilacién en HA1 en linaje B/Victoria
Se indican cantidad de sitios encontrados para las cepas aisladas en Uruguay y las seleccionadas de la
region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. La cepa vacunal de referencia se indica en negrita.
Con el simbolo “x” se marcan los sitios posibles de glicosilacion.

b3
[

mmmmmmmmmmwmmmmwwmmmmmmmmmmmmmwwmmmmmmwmmwwrxzwmmmmwmmwwmmmmww\lmmmmmwmmmmrxzmmmmm\Jmmwwmmmmmmwmmmmmmmmwmm\quwmwwmmmwm5{
0
]

Cepas 145 166 197 233 304 333
B/Brisbane/60/2008
B/Colorado/06/2017
B/Washington/02/2019
B/Argentina/R158/2010
B/Florida/78/2015
B/Fujian/Guloul272/2008
B/Montana/05/2012
B/Singapore/19/2009
B/Uruguay/12/2008
B/Malaysia/2506/2004
B/Victoria/2/87
B/Victoria/304/2006
B/Argentina/211/2010
B/Argentina/159/2010
B/Uruguay/1039/2010
B/Uruguay/1301/2010
B/Uruguay/517/2010
B/Uruguay/581/2010
B/Antofagasta/15020/2010
B/Santiago/14887/2010
B/Paraguay/3081/2010
B/Brazil/9442/2011
B/Brazil/2319/2011
B/Santiago/14210/2011
B/Santiago/14666/2011
B/Paraguay/0241/2011
B/Paraguay/190/2012
B/Paraguay/252/2012
B/Uruguay/257/2012
B/Uruguay/311/2012
B/Uruguay/312/2012
B/Uruguay/236/2012
B/Santiago/34960/2012
B/Santiago/49303/2012
B/Brazil/0944/2012
B/BuenosAires/770/2012
B/Formosa/Vv2367/2012
B/Uruguay/177/2013
B/Brazil/6004/2013
B/Brazil/3742/2013
B/Santiago/82832/2013
B/PuertoMontt/81199/2013
B/Concepcion/264/2014
B/Santiago/69223/2014
B/Brazil/2920/2014
B/Brazil/5137/2014
B/Argentina/154/2014
B/BuenosAires/10986152/2014
B/Uruguay/578/2014
B/Uruguay/406/2014
B/Paraguay/672/2014
B/Paraguay/4674/2014
B/Uruguay/98/2015
B/Uruguay/102/2015
B/Uruguay/335/2015
B/Uruguay/345/2015
B/Uruguay/384/2015
B/Uruguay/289/2015
B/Uruguay/864/2013
B/Uruguay/94/2015
B/Uruguay/105/2015
B/Uruguay/396/2015
B/Argentina/11461/2015
B/Valparaiso/81181/2015
B/Santiago/80460/2015
B/Brazil/6297/2015
B/Brazil/80287/2015
B/Paraguay/1131/2015
B/Paraguay/5133/2015
B/Uruguay/02/2016
B/Uruguay/789/2016
B/Uruguay/934/2016
B/Paraguay/2377/2016
B/Paraguay/5894/2016
B/Argentina/268/2016
B/Brazil/0496/2016
B/Ceara/1449521EC/2016
B/Santiago/44313/2016
B/Santiago/45998/2016
B/Uruguay/124/2017
B/Uruguay/137/2017
B/Uruguay/138/2017
B/Uruguay/140/2017
B/Uruguay/511/2017
B/Uruguay/379/2017
B/Uruguay/383/2017
B/Uruguay/659/2017
B/Uruguay/700/2017
B/Uruguay/830/2017
B/Argentina/2110/2017
B/Argentina/13339/2017
B/Brazil/4558/2017
B/Brazil/6128/2017
B/Santiago/25385/2017
B/Santiago/54067/2017
B/Paraguay/8037/2017
B/Argentina/13738/2018
B/Argentina/9/2018
B/Brazil/4835/2018
B/Brazil/2470/2018
B/Santiago/51375/2018
B/Santiago/34511/2018
B/Paraguay/7301/2018
B/Paraguay/0620/2018
B/Uruguay/708/2019
B/Uruguay/748/2019
B/Uruguay/753/2019
B/Uruguay/153/2019
B/Bahia/735/2019
B/SaoPaulo/1211465/2019
B/Santiago/48735/2019
B/Santiago/62161/2019

X
X
X X

XX XXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXX[XXXXX[XX

XX X X X><><><><><>(><><X><><X><><X><>(><><><><XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX><><XXXX><XX><>(><><><><><>(><><X><>(><><><><><>(><><XXXX><><><XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXu
X><><><><><>(><><X><XXX><><><>(><><><XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX><><XXX><><XX><>(><><X><><>(><><><><>(><><><><><>(><><><XXXX><><XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX%
XXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXX[YXXXXXXXXXXX[XXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXX XXX
XXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXX[XXXXX[YXXXXXXXXXXX[XXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXX XXX
XXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXX[YXXXXXXXXXXX[XXXXX[XXXXXXXXX[X XXXXXXX XXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXEXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKX[XXXXXXXXXX[XXXXEXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXX XXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX[XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX

X X X X
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Anexo 11. Sitios de glicosilacién en HA1 en linaje B/Yamagata

Se indican cantidad de sitios encontrados para las cepas aisladas en Uruguay Yy las seleccionadas de la
region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. La cepa vacunal de referencia se indica en negrita.
Con el simbolo “x” se marcan los sitios posibles de glicosilacion.

Cepas # sitios 11 25 59 145 167 196 232 303 332
B/Phuket/3073/2013_7gs 7 X X X X X x x
B/Massachusetts/02/2012 6 X X X X
B/Wisconsin/01/2010 7 X X X X X X x
B/Florida/4/2006 6 X X X X X X
B/GuangdonglLiwan/1133/2014 6 X X X X X X
B/Yamagata/16/88 6 X X X X X X
B/Brazil/6360/2010 7 X X X X X X X
B/Brazil/1000/2010 7 X X X X X X X
B/Paraguay/1453/2010 6 X X X X x X
B/Santiago/15183/2010 7 X X X X X X X
B/Uruguay/1050/2010 7 X X X X X X X
B/Uruguay/218/2010 6 X X X x x x
B/Uruguay/793/2010 7 X X X x x x x
B/Uruguay/1350/2010 7 X X X X X X X
B/Uruguay/1861/2010 7 X X X X X X X
B/Brazil /405/2011 7 X X X X X X X
B/Natal/119888/2012 7 X X X X X X X
B/Tucuman/A285/2012 7 X X X X X X X
B/BuenosAires/8833/2012 7 X X X X X x x
B/Santiago/11896/2012 7 X X X X X X x
B/Santiago/38204/2012 7 X X X X X X X
B/Uruguay/153/2012 7 X X X x x x x
B/Uruguay/358/2012 7 X X X x X x x
B/Uruguay/252/2012 7 X X X X X X X
B/Uruguay/266/2012 7 X X X X X x x
B/Uruguay/276/2012 7 X X X x x x x
B/Uruguay/488/2012 7 X X X x x x x
B/Uruguay/515/2012 7 X X X X X X X
B/Santiago/23499/2013 7 X X X X X X X
B/Santiago/80686/2013 7 X X X X X X X
B/Brazil/374/2013 7 X X X X X x X
B/Brazil/325/2013 7 X X X X X x X
B/Paraguay/022/2013 7 X X X X X X X
B/Paraguay/0068/2014 7 X X X X X X X
B/Paraguay/2429/2014 7 X X X X X x x
B/Brazil/1716/2014 7 X X X x x x x
B/Brazil/2282/2014 7 X X X X X X X
B/SantaFe/1079/2014 7 X X X X X X X
B/SantaFe/1149/2014 7 X X X X x X x
B/Uruguay/143/2014 7 X X X X X X X
B/Uruguay/422/2014 7 X X X x x x x
B/Santiago/71933/2014 7 X X X x X x x
B/Santiago/73755/2014 7 X X X X X X X
B/Santiago/75552/2015 8 X X X X X X X X
B/Uruguay/309/2015 7 X X X x x x x
B/Uruguay/372/2015 7 X X X x x x x
B/Pucon/75541/2015 7 X X X X X X X
B/Argentina/11616/2015 7 X X X X X X X
B/Brazil /36401/2015 7 X X X x x x x
B/Brazil /0589/2015 7 X X X X X X X
B/Paraguay/6712/2015 7 X X X X X x X
B/Paraguay/0905/2015 7 X X X X X X X
B/RioGrandeDoNorte/140088/2016 7 X X X X X X X
B/Pernambuco/144718IEC/2016 7 X X X X X X X
B/Argentina/19/2016 7 X X X X X x x
B/Argentina/220/2016 7 X X X X X x X
B/Santiago/20269/2016 7 X X X X X X X
B/Valparaiso/49570/2016 7 X X X X X X X
B/Paraguay/3296/2016 7 X X X X X X x
B/Paraguay/5243/2016 7 X X X X X X X
B/Argentina/1744/2017 7 X X X X X x X
B/Argentina/13252/2017 7 X X X X X X X
B/Uruguay/106/2017 7 X X X x x x x
B/Uruguay/113/2017 7 X X X X X x x
B/Uruguay/119/2017 7 X X X x x x x
B/Uruguay/126/2017 7 X X X x x x x
B/Uruguay/403/2017 7 X X X x x x x
B/Uruguay/527/2017 7 X X X x x x x
B/Uruguay/338/2017 7 X X X x X x x
B/Uruguay/1064/2017 7 X X X X X X X
B/Brazil/3889/2017 7 X X X X X X X
B/Brazil/8134/2017 7 X X X X X x x
B/Santiago/75265/2017 7 X X X X X X X
B/Santiago/81374/2017 7 X X X X X x X
B/Paraguay/3099/2017 7 X X X x X X x
B/Paraguay/8072/2017 7 X X X X X X X
B/Argentina/13785/2018 8 X X X X X X X X
B/Argentina/14/2018 7 X X X x X x x
B/Brazil/7103/2018 8 X X X X X X X X
B/Brazil /0379/2018 7 X X X X X X X
B/Santiago/53060/2018 8 X X X X X X X X
B/Santiago/34517/2018 7 X X X X x x x
B/Paraguay/6288/2018 7 X X X X X X X
B/Paraguay/0336/2018 8 X X X X X X X X
B/Uruguay/033/2018 8 X X X x x x x x
B/Uruguay/553/2018 7 X X X X X X X
B/Uruguay/571/2018 7 X X X X X x x
B/Uruguay/626/2018 7 X X X x x x x
B/Uruguay/727/2018 8 X X X x x x x x
B/Uruguay/816/2018 8 X X X x x x x x
B/Uruguay/835/2018 7 X X X x x x x
B/Uruguay/1005/2018 8 X X X x X X x x
B/Uruguay/1054/2018 8 X X X x x x x x
B/Uruguay/1070/2018 7 X X X X X X X
B/Parana/27/2019 8 X X X X X X X X
A/EspiritoSanto/87/2019 8 X X X X X X x X
B/Santiago/64840/2019 8 X X X X X X X X
B/Santiago/63228/2019 8 X X X X X X X X
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Anexo 12. Sitios de glicosilacién en NA del linaje B/Victoria
Se indican cantidad de sitios encontrados para las cepas aisladas en Uruguay y las seleccionadas de la
region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. La cepa vacunal de referencia se indica en negrita.
Con el simbolo “X” se marcan los sitios posibles de glicosilacion.

Cepa i 56 64 144 284
B/Brisbane/60/2008 a x X > >
B/Colorado/06/2017 a x X > >
B/Washington/02/2019 a x X > >
B/Argentina/R158/2010 a x X > >
B/Florida/78/2015 a x X b3 >
B/Fujian/Guloul272/2008 a x X > >
B/NMontana/05/2012 a x X > >
B/Singapore/19/2009 a x X > >
B/Uruguay/12/2008 a x X > >
B/GuangdonglLiwan/1133/2014 a x X b3 >
B/Victoria/2/87 a x X > >
B/Victoria/304/2006 a x X < pos
B/Argentina/211/2010 a x X > >
B/Argentina/159/2010 a xX X > >
B/Uruguay/1039/2010 a x X > >
B/Uruguay/517/2010 a >x X > P4
B/Uruguay/581/2010 a x X x >
B/Uruguay/1301/2010 3 > x >
B/Antofagasta/15020/2010 a x X > >
B/Santiago/14887/2010 a x X b3 >
B/Paraguay/3081/2010 a x X < >
B/Paraguay/0241/2011 a x X > >
B/Santiago/14210/2011 a x X > >
B/Santiago/14666/2011 a x X > >
B/Brazil/9442/2011 a x X b3 <
B/Brazil/2319/2011 a xX X < pos
B/Paraguay/190/2012 a x X > >
B/Paraguay/252/2012 a x X > >
B/BuenosAires/770/2012 a x X > >
B/Formosa/\V2367/2012 a x X b3 <
B/Brazil/0944/2012 a x X b3 >
B/Santiago/34960/2012 a x X > >
B/Santiago/49303/2012 a x X > >
B/Uruguay/177/2013 a x X P P23
B/Santiago/82832/2013 a x x x x
B/PuertoMontt/81199/2013 a x X b3 >
B/Brazil/6004/2013 a x X > >
B/Brazil/3742/2013 a x X < >
B/Concepcion/264/2014 a xX X B3 >
B/Santiago/69223/2014 a x x x x
B/Argentina/154/2014 a x X > >
B/BuenosAires/10986152/2014 a x X > >
B/Brazil/2920/2014 a x X > >
B/Brazil/5137/2014 a x X > >
B/Paraguay/672/2014 a x X > >
B/Paraguay/4674/2014 a xX X < >
B/Paraguay/1131/2015 a >x X B33 >
B/Paraguay/5133/2015 a x X > >
B/Brazil/6297/2015 a xX X > x
B/Brazil/80287/2015 a x X b3 >
B/Argentina/11461/2015 a x X > >
B/Uruguay/289/2015 3 > x >
B/Uruguay/342/2015 3 > > >
B/Uruguay/345/2015 3 x x x
B/Uruguay/335/2015 =3 > > >
B/Uruguay/98/2015 a x X x >
B/Uruguay/102/2015 a x X x x
B/Valparaiso/81181/2015 a x X > >
B/Santiago/80460/2015 a xX X > =<
B/Paraguay/2377/2016 a x X > >
B/Paraguay/5894/2016 a x X > >
B/Santiago/44313/2016 a x X > >
B/Santiago/45998/2016 a x X > >
B/Uruguay/02/2016 a x x > >
B/Uruguay/789/2016 El > > >
B/Brazil/0496/2016 a x X > >
B/Ceara/1449521EC/2016 a x X > >
B/Argentina/268/2016 a x X < >
B/Argentina/2110/2017 a x X B3 B3
B/Argentina/13339/2017 a x X b3 >
B/Brazil/4558/2017 a x X > >
B/Brazil/6128/2017 a x X > >
B/Santiago/25385/2017 a x X > >
B/Santiago/54067/2017 a x X > >
B/Paraguay/8037/2017 a x X b3 >
B/Uruguay/124/2017 a x X x >
B/Uruguay/137/2017 a x X > >
B/Uruguay/138/2017 a x X x >
B/Uruguay/140/2017 a x X > >
B/Uruguay/511/2017 a x X > >
B/Uruguay/379/2017 a x X > >
B/Uruguay/383/2017 a x X > x
B/Uruguay/236/2012 3 x x x
B/Uruguay/406/2014 3 > > >
B/Uruguay/578/2014 = > > >
B/Uruguay/830/2017 El > > >
B/Uruguay/700/2017 3 x > x
B/Uruguay/673/2017 3 x x x
B/Paraguay/7301/2018 a xX X B3 3
B/Paraguay/0620/2018 a x X > >
B/Brazil/4835/2018 a x X b3 >
B/Brazil/2470/2018 a x X > >
B/Santiago/51375/2018 a x X > >
B/Santiago/34511/2018 a x X > >
B/Argentina/13738/2018 a x X > >
B/Argentina/9/2018 a xX X < >
B/Uruguay/708/2019 a x X > >
B/Uruguay/748/2019 a x X x >
B/Uruguay/753/2019 2 > >
B/Bahia/735/2019 a x X > >
B/SaoPaulo/12114651AL/2019 a x X b3 >
B/Santiago/48735/2019 a x X > >
B/Santiago/62161/2019 a x X < >
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Anexo 13. Sitios de glicosilacién en NA del linaje B/Yamagata

Se indican cantidad de sitios encontrados para las cepas aisladas en Uruguay y las seleccionadas de la
region durante el afio 2010 y en el periodo 2012 a 2019. La cepa vacunal de referencia se indica en negrita.
Con el simbolo “x” se marcan los sitios posibles de glicosilacion.
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Cepa
B/Phuket/3073/2013
B/Massachusetts/02/2012
B/Wisconsin/01/2010
B/Florida/4/2006
B/GuangdonglLiwan/1133/2014
B/Yamagata/16/88
B/Brazil/6360/2010
B/Brazil/1000/2010
B/Santiago/15183/2010
B/Paraguay/1453/2010
B/Uruguay/1050/2010
B/Uruguay/218/2010
B/Uruguay/793/2010
B/Uruguay/1350/2010
B/Uruguay/1861/2010
B/Brazil /405/2011
B/Natal/119888/2012
B/Tucuman/A285/2012
B/BuenosAires/8833/2012
B/Santiago/11896/2012
B/Santiago/38204/2012
B/Uruguay/488/2012
B/Uruguay/153/2012
B/Uruguay/358/2012
B/Uruguay/252/2012
B/Uruguay/266/2012
B/Uruguay/276/2012
B/Uruguay/515/2012
B/Santiago/23499/2013
B/Santiago/80686/2013
B/Brazil/374/2013
B/Brazil/325/2013
B/Paraguay/022/2013
B/Uruguay/143/2014
B/Uruguay/422/2014
B/Paraguay/0068/2014
B/Paraguay/2429/2014
B/Brazil/1716/2014
B/Brazil/2282/2014
B/SantaFe/1079/2014
B/SantaFe/1149/2014
B/Santiago/71933/2014
B/Santiago/73755/2014
B/Uruguay/309/2015
B/Uruguay/372/2015
B/Santiago/75552/2015
B/Pucon/75541/2015
B/Argentina/11616/2015
B/Brazil/36401/2015
B/Brazil/0589/2015
B/Paraguay/6712/2015
B/Paraguay/0905/2015
B/Paraguay/3296/2016
B/Paraguay/5243/2016
B/RioGrandeDoNorte/140088/2016
B/Pernambuco/144718IEC/2016
B/Argentina/220/2016
B/Argentina/19/2016
B/Santiago/20269/2016
B/Valparaiso/49570/2016
B/Santiago/75265/2017
B/Santiago/81374/2017
B/Argentina/1744/2017
B/Argentina/13252/2017
B/Uruguay/106/2017
B/Uruguay/113/2017
B/Uruguay/119/2017
B/Uruguay/126/2017
B/Uruguay/403/2017
B/Uruguay/527/2017
B/Uruguay/338/2017
B/Brazil/3889/2017
B/Brazil/8134/2017
B/Paraguay/3099/2017
B/Paraguay/8072/2017
B/Paraguay/6288/2018
B/Paraguay/0336/2018
B/Brazil/7103/2018
B/Brazil/0379/2018
B/Argentina/13785/2018
B/Argentina/14/2018
B/Santiago/53060/2018
B/Santiago/34517/2018
B/Uruguay/033/2018
B/Uruguay/553/2018
B/Uruguay/571/2018
B/Uruguay/1054/2018
B/Uruguay/1005/2018
B/Uruguay/816/2018
B/Uruguay/727/2018
B/Uruguay/1070/2018
A/EspiritoSanto/87/2019
B/Santiago/64840/2019
B/Santiago/63228/2019
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