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ABSTRACT

Introduction: Due to the high genetic and antigenic variability, influenza viruses cause
annual epidemics and sporadic pandemics. Morbidity and mortality are also high.
Annual vaccination is recommended to prevent infection in risk groups and also,
effective antivirals are available for treatment of patients with severe disease, Influenza
is subjected to world surveillance, through networks comprised by epidemiologists,
sentinel physicians and laboratories, being the later responsible for the identification,
isolation and characterisation of seasonal viruses, to know their similarity to vaccine
strains, mutations associated with antiviral resistance and, if necessary, to early detect
possible pandemic viruses.

Objetives: To identify and characterise influenza viruses detected in Andalucia during
the 2018-2019 season.

Material and methods: Genetic characterisation by Sanger sequencing of selected
influenza virus strains isolated in cell culture in the Reference Laboratory for Influenza
at Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Samples proceeded from the Andalusian
Sentinel and Severe Cases Surveillance Networks.

Results: From the 73 strains analysed, 51 were Hlpdm09 (30
A/Switzerland/3330/2017, 14 A/Michigan/45/2015, 6 A/Switzerland/2656/2017 and 1
A/Paris/1447/2017), and 22 H3 (16 A/Alsace/1746/2018 and 6 A/England/538/2018).
None out of 21 strains have shown mutations associated to oseltamivir resistance.
Conclusions : Circulating H3 viruses haven't been antigenically similar to the H3

vaccine strain. All studied H1pdmO09 were susceptible to oseltamivir.

Keywords: influenza, characterisation, surveillance



RESUMEN

Introduccién : Los virus de la gripe, por su gran variabilidad genética y antigénica y su
facil transmisién provoca epidemias anuales y ocasionalmente pandemias globales. La
morbi-mortalidad es alta. Para prevenir la infeccion, se recomienda la vacunacién
anual, en grupos de riesgo y ademas, existen antivirales eficaces para tratamiento en
pacientes graves. La gripe esta sometida a especial vigilancia, a nivel mundial, a
través de redes compuestas por epidemidlogos, médicos centinelas y laboratorios,
encargados de la identificacion, aislamiento y caracterizacion de cepas circulantes
cada temporada. Todo ello, permite conocer la similitud de estas cepas respecto a las
vacunales, si presentan resistencias a antivirales y en su caso, deteccion precoz de
aquellas con potencial pandémico.

Objetivos: Identificar y caracterizar los virus de la gripe circulantes durante la
temporada 2018-19 en Andalucia

Material y métodos : Caracterizacién genética mediante secuenciaciébn Sanger de
cepas seleccionadas, aisladas en cultivos celulares en el Laboratorio de Referencia de
Gripe del Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Las muestras procedian de la
Red de Vigilancia Centinela de Andalucia y de casos graves confirmados de gripe en
pacientes hospitalizados.

Resultados: De las 73 cepas caracterizadas 51 han sido HlpdmO09 (30
A/Switzerland/3330/2017, 14 A/Michigan/45/2015, 6 A/Switzerland/2656/2017 y 1
AlParis/1447/2017) y 22 H3 (16 A/Alsace/1746/2018 y 6 A/England/538/2018). No se
han detectado cepas con mutaciones asociadas a resistencia a oseltamivir en las 21
cepas estudiadas.

Conclusiones : Las cepas circulantes en el caso de gripe H3 no han sido similares
antigénicamente a las usadas en la vacuna de esta temporada. Todas las H1pdmO09

estudiadas fueron sensibles a oseltamivir

Palabras clave: gripe, caracterizacion, vigilancia



l. INTRODUCCION

[.1. LA GRIPE: CONCEPTOS GENERALES

La gripe es una enfermedad infecciosa causada por los virus de la familia
Orthomyxoviridae que incluye los géneros Influenza A, B, Cy D.

El virus de la gripe A (VGA) infecta, ademas de al hombre, a mudltiples
mamiferos terrestres (cerdos, caballos) y marinos (focas y ballenas), aves domésticas
(pollos, patos y pavos) y salvajes (patos, ansares y gaviotas), siendo en estos Ultimos
donde se encuentra su principal reservorio. El virus de la gripe B (VGB) infecta solo a
humanos, aunque ocasionalmente se ha aislado de otros mamiferos (focas) y el virus
de la gripe C (VGC) afecta a humanos y cerdos (Paules & Subbarao,, 2017; Uyeki,
2017; Webster & Govorkova, 2014). Recientemente, se ha descrito un nuevo género,
virus de la gripe D (VGD), con caracteristicas bastante similares al VGC y cuyo
principal reservorio parecen ser los rumiantes y cerdo, su implicacion en patologia
humana y animal esta atn por definir (Su et al, 2017).

Desde el punto de vista clinico, la gripe es una enfermedad habitualmente
autolimitada, que afecta a la poblacion general y cuya morbi-mortalidad es
especialmente importante en ciertos grupos de poblacién denominados de “riesgo”
(fundamentalmente mayores de 65 afios y personas con patologias de base), aunque
su distribucion es universal y puede afectar a personas de todas las edades.

Anualmente, en la época invernal (generalmente de diciembre a abril en el
hemisferio norte) aparecen epidemias de gravedad variable, durante las cuales la tasa
de ataque puede ser del 10-20% en la poblaciébn general, y ain mayor en
determinados grupos de edad, especialmente en nifios. Conlleva un incremento en el
namero de personas atendidas en centros sanitarios por infecciones respiratorias
agudas. Durante estas epidemias aumenta la mortalidad global, atribuible
generalmente a complicaciones debidas a la gripe, aunque el nUumero de muertes que
provoca la enfermedad es dificil de estimar porque muchas de ellas se asocian a sus
complicaciones y no quedan debidamente certificadas (Wright et al, 2013). Ademas, la
infeccidn por el virus de la gripe (VG) puede producir sindromes clinicos indistinguibles
de los producidos por otros virus respiratorios, asi como otros virus respiratorios
pueden dar manifestaciones clinicas parecidas a las producidas por el virus de la gripe
(CDC 1)

Su naturaleza epidémica y la morbi-mortalidad que puede derivarse de sus
complicaciones, unidos al impacto econdmico que se produce en la comunidad
durante las epidemias de gripe, justifican los continuos esfuerzos para prevenir y

controlar esta enfermedad.



|.2. CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DE LOS VIRUS DE LA GRIPE

Los VG pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Se distinguen cuatro
géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C e Influenzavirus D,
basados en las diferencias antigénicas en la nucleoproteina (NP) vy la proteina de
matriz (M) (principales proteinas estructurales). EI VGA, a su vez, se clasifica en
subtipos segun las diferencias en sus glicoproteinas de membrana, la hemaglutinina
(HA) y la neuraminidasa (NA) (Paules & Subbarao, 2017; Uyeki, 2017) (Figura 1).

Tienen un diametro de 80 a 120 nm, son envueltos y con proyecciones
superficiales. La envoltura es una bicapa lipidica cuyo origen es la membrana celular
de la célula huésped; en su superficie interna esta la proteina de matriz M1, que tiene
funcion estructural y es la proteina mas abundante del virus.

Atravesando la envoltura y a modo de proyecciones se disponen dos
glicoproteinas: HA y NA en los virus A y B. El VGC solo tiene una proteina con
actividad hemaglutinina y esterasa (HE). Otra proteina que se encuentra atravesando
la envoltura, formando un canal i6nico, es la proteina de matriz M2, que sélo se
encuentra en el VGA.

La nucleocépside estd formada por un solo tipo de proteina, la nucleoproteina
(NP) y por 8 segmentos de ARN de cadena Unica y sentido negativo en los VGA y
VGB. Los VGC y VGD contienen 7 segmentos de ARN. Todas las proteinas descritas
en la estructura del virus son codificadas por cada uno de los ocho segmentos de
ARN, de forma especifica (Wright et al, 2013).

VIRUS DE LA GRIPE

Influenza A virus.

Tipos:NPyM —> A B, C

Subtipos : HA (1a 18) y NA (1 a 11)
» Genotipos: AaZ

Figura 1. Estructura del virus de la gripe



Las dos proteinas mas importantes del virus desde el punto de vista de la
infectividad, antigenicidad e inmunidad, son la HA y NA (Wright et al, 2013)(Figura 2).

La HA es codificada por el segmento 4 del genoma, debe su nombre a su
capacidad para aglutinar hematies. Es la responsable de la unién con el receptor de la
célula huésped e interviene en la fusion y penetracion del virus dentro de la célula. Es
uno de los principales antigenos del virus y se encuentra en la superficie de las células
infectadas, siendo desencadenante fundamental de la produccién de anticuerpos
neutralizantes. Cuando se une a los receptores celulares, debe ser hidrolizada en HA1
y HA2 para permitir la fusion y posterior entrada del virus. Esta hidrdlisis es llevada a
cabo por proteasas celulares. Los receptores celulares para los virus gripales son
oligosacaridos glicosilados que terminan en un extremo de &cido sialico unido a los
glicanos a través de un enlace alfa-2,6 o alfa-2,3. Los virus aviares y equinos han
mostrado preferencia de union alfa-2,3, mientras que los virus de gripe que afectan al
hombre se unen fundamentalmente con enlaces alfa-2,6 (Byrd-Leotis et al, 2017; Dou
et al, 2018). Los anticuerpos dirigidos frente a HA tienen un papel crucial en la
proteccion frente a la infeccidn. Variaciones en la molécula de HA permiten al virus
evadir la inmunidad preexistente.

Actualmente en el VGA hay descritas 18 clases de HA, de H1 a H18. En
humanos se han detectado fundamentalmente H1, H2 y H3 y ocasionalmente H5, H7 y
H9 (Paules & Subbarao, 2017; Uyeki, 2017; Freidl et al, 2015).

La NA es codificada por el segmento 6 del genoma y se encuentra atravesando
la envoltura viral, al igual que la HA, en forma de homotetramero. Es también un
antigeno importante del VG y contiene determinantes antigénicos comunes para cada
subtipo y especificos de cepa. Las principales funciones de la NA son la eliminacién de
los residuos de acido sialico de la HA y superficie celular favoreciendo la liberacion de
las particulas virales y su propagacion y expansion a otras células. También participa
en el transporte del virus a través de la mucina presente en el tracto respiratorio
permitiendo la llegada del virus a la superficie de las células epiteliales del tracto
respiratorio superior.

Actualmente se conocen 11 clases de NA de VGA (CDC 1, Freidl et al, 2015,),
de N1 a N11, de las cuales N1, N2 y ocasionalmente N7 y N9 se han descrito en
humanos. Al igual que la HA y otras proteinas virales, la NA parece desempefiar un
papel importante en la “discriminacién” del hospedador.

En aves salvajes, sobre todo patos, es donde se han encontrado practicamente

todas las combinaciones posibles de las distintas HA y NA (Wright et al, 2013).
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Figura 2 . Distribucion de tipos de hemaglutininas y neuraminidasas del VGA en las

distintas especies del reino animal

[.2.1. VARIACIONES MENORES DEL VIRUS DE LA GRIPE (DRIFT): GRIPE
ESTACIONAL

Las epidemias anuales de gripe se producen como consecuencia de

pequefias variaciones en la HA y NA: drift o “deriva antigénica ”. Estas son las
responsables de la necesidad de revisar y cambiar, en caso necesario, la composicion
antigénica de las vacunas antigripales de cada nueva temporada. Ocurre por
acumulacion de una serie de mutaciones puntuales que impide la funcién de los
anticuerpos inducidos por infecciones previas. Por ello, se produce una seleccion
inmunolégica y la suplantacién de la cepa previa por la cepa variante y el virus puede
infectar de nuevo al hospedador. Son cambios relativamente pequefios que se
producen con frecuencia (cada afio 0 cada pocos afos) en un subtipo del VG (Figura
3).

El VG es, de entre los principales virus respiratorios, el que tiene mas

capacidad para sufrir cambios antigénicos. Esta variacién es frecuente en el VGA,
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menos frecuente en el VGB y no se ha asociado al VGC (Wright et al, 2013; Kamal et
al, 2017; Paules & Subbarao, 2017).

En los climas templados, las epidemias de gripe ocurren casi exclusivamente
en los meses frios (generalmente de octubre a abril en el hemisferio norte y de mayo a
septiembre en el hemisferio sur), mientras que en los tropicos puede suceder a lo largo
de todo el afio. Este patron estacional parece estar relacionado con la reintroduccion
de los virus en cada estacion de un hemisferio a otro, con las condiciones ambientales
para la supervivencia del virus y cambios de conducta que favorecen o incrementan la

transmision del virus (hacinamiento en recintos cerrados, p.e) (Kamal et al, 2017).

VARIACIONES EN VIRUS INFLUENZA

VARIACIONES MENORES |

‘ Presion inmunolégica ‘

(Drift; deriva antigénica)

Mismo subtipo

~ Epidemias anuales

Gripe A y/o B

Figura 3. Esquema de variaciones menores del virus de la gripe

[.2.2. VARIACIONES MAYORES DEL VIRUS DE LA GRIPE ( SHIFT): GRIPE
PANDEMICA

Las pandemias de gripe se deben a la aparicion de una cepa antigénicamente
nueva, con una HA y/o NA perteneciente a un subtipo previamente no detectado en
humanos (shift), para los cuales la especie humana no tiene inmunidad.

En los siglos XX-XXI se han producido cuatro pandemias gripales, todas
causadas por el VGA, por la aparicion de los subtipos HIN1 (1918, gripe espafiola),
H2N2 (1957, gripe asiatica), H3N2 (1968, gripe de Hong Kong) y HIN1 (2009, gripe
del cerdo). La mayor pandemia que se recuerda, fue la de 1918-1919, ya que murieron
mas de 20 millones de personas (indice de mortalidad 2,5%) (Krammer, 2015) (Figura
4).
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Figura 4. Principales pandemias por virus de la gripe A en siglos XX y XXI (Fuente:
Krammer F 2015)
El principal mecanismo biol6gico responsable de la emergencia de VGs con
potencial pandémico es el intercambio de genes entre cepas humanas y animales o
entre cepas animales (especialmente porcinas y aviares) y su transmision a la especie

humana (cruce de la barrera interespecie) (Joseph et al, 2017; Pinsent et al, 2016; Lai
et al, 2016) (Figuras 5y 6).

-
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Figura 5. Esquema de transmision interespecies de gripe A, favorecedora de los
mecanismos de reagrupamiento génico y/o transmisién directa (Fuente Joseph et al,
2017)
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Existen varias hipétesis para explicar estas variaciones mayores y el posible

salto de la barrera interespecie por el virus de la gripe:

- REORDENAMIENTO 0 REAGRUPAMIENTO GENETICO: favorecido porque el virus

tiene un genoma segmentado, unido a que los VGA mantienen un amplio reservorio de

diversidad genética en diferentes animales (Joseph et al, 2017; Pinsent et al, 2016).

En 1957, 1968 y 2009 las cepas surgieron por “reagrupamiento” genético; por
intercambio de genes (“reordenamiento”) entre virus aviares, de los que provendria
una nueva glicoproteina de superficie, y virus humanos, que proporcionarian los genes
gue permitiran una replicacion eficiente.

El reordenamiento es facilitado por la presencia de una tercera especie
susceptible de infeccidn tanto por virus aviares como humanos. El cerdo reane todos
estos requisitos, ya que su epitelio presenta receptores tanto para los virus aviares
como para los humanos. Por ello, las pandemias a menudo surgen en areas
geograficas donde los humanos, cerdos y aves acudticas, viven en estrecha
proximidad (Joseph et al, 2017; Pinsent et al, 2016).

-TRANSMISION DIRECTA del virus de animales a humanos sin intermediario. La

mayor parte de estos saltos interespecie no prosperan, porque los virus tienen poca

capacidad para ser transmitidos secundariamente a humanos y asi iniciar una
pandemia. No obstante, desde que en agosto de 1997, cuando la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) confirmo la identificacion de un virus A (H5N1) aislado en
Hong Kong de muestras respiratorias de un nifio fallecido con un cuadro gripal y
sindrome de Reye (Ku et al, 1999), se han venido describiendo casos, esporadicos o
en brotes pequefios, de infeccion por virus H5N1, HON2 y H7N7 por transmision
directa de aves a humanos (Gripe aviar) (Lai et al, 2016; Krammer, 2015).

Los nuevos VG de origen no humano, tienen el potencial para iniciar una
infeccibn pandémica si poseen la capacidad para transmitirse de persona a persona.
No obstante, en la actualidad, los estudios al respecto demuestran la escasa o nula
transmisibilidad entre los contactos de los individuos infectados por estos subtipos
aviares (Lai S, 2016). Pero no puede ignorarse que tras la trasgresion de la barrera de

especie, los virus precisan de un tiempo de adaptacion al nuevo huésped.
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VARIACIONES EN VIRUS INFLUENZA
VARIACIONES MAYORES (Shift)

(reagrupamiento genético
cepas de distinto origen)

f l %
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T :
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Nuevo subtipo
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A PANDEMIAS
Gripe A \

Salto directo interespecie

Figura 6. Esquema de mecanismos favorecedores de aparicion de cepas pandémicas

de gripe

[.2.3. FACTORES DE VIRULENCIA EN EL VIRUS DE LA GRI PE

En la patogenicidad se pueden implicar multitud de determinantes
interrelacionados, incluyendo las propiedades de los componentes del virus, la
interaccion de los componentes con los elementos de la célula huésped y los factores
medioambientales e inmunoldgicos.

Una de las diferencias entre cepas avirulentas o0 poco virulentas y cepas
virulentas, es el espectro de enzimas capaces de hidrolizar la proteina HA. Asi, las
cepas poco Vvirulentas soélo podrian ser hidrolizadas por proteasas presentes
normalmente en la secrecion del tracto respiratorio. Por el contrario, las cepas
virulentas podrian ser activadas por una gran variedad de enzimas proteoliticas
presentes en diversos érganos Y tejidos, permitiendo la diseminacion de la infeccion
(Schrauwen et al, 2014 ).

Hay evidencias para pensar que la NA juega también un papel importante en la
patogenicidad. Su capacidad para unirse al plasmindgeno, representa un factor de
virulencia para las cepas gripales de origen aviar (Laporte & Naesens, 2017). Esta
glicoproteina se wuniria y secuestraria al plasmindgeno, incrementando la

concentracion local de proteasas.
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El gen que codifica la proteina PB2 también pueden participar de una forma
indirecta en la patogenicidad. El aminoacido de la posicién 627 en la PB2 ha sido
implicado en la mayor virulencia humana del virus H5N1. Los H5N1 que son virulentos
en ratones poseen la lisina en esta posicion, mientras que los avirulentos en ratones y
otros virus de la gripe A aviares, poseen acido glutamico (mutacion E627K). Esta
diferencia representa una adaptacion del virus H5N1 para la replicacion en células de
mamiferos (Schrauwen et al, 2014).

Se ha descrito una secuencia de aminoacidos en la proteina no estructural
(NS1), que puede contribuir a la virulencia de los subtipos H5N1. La terminacion
carboxilo de la NS1 de la mayoria de los H5N1 contiene una secuencia de
aminoacidos: ESEV (Glutamico-Serina-Glutamico-Valina). Estos median la unién a un
dominio proteico de la superficie celular llamado PDZ, mientras, la terminacién
carboxilo de la NS1 de menor virulencia en el virus de la gripe A en humanos,
normalmente contiene una secuencia diferente: RSKV (Arginina-Serina-Lisina-Valina),
la cual no se une al dominio PDZ. Consecuentemente, la capacidad de unirse a un
dominio PDZ por la NS1 de los subtipos H5N1 se correlaciona con virulencia en
humanos (Krug, 2015).

También se ha comprobado que tiene un papel importante en la patogenicidad
la proteina viral PB1-F2 de localizacion mitocondrial (Kamal et al, 2017). Se ha
demostrado que variantes de esta proteina que contienen diversas mutaciones en el
gen, son responsables de inducir apoptosis en las células monociticas y favorecer la

sobreinfeccion bacteriana.

|.3. PATOGENIA DE LA INFECCION GRIPAL EN HUMANOS

El inicio de la infeccidbn por VG se produce por la entrada del virus en la
mucosa del tracto respiratorio. La infeccidn se adquiere via aérea (estornudar, toser o
hablar) de las secreciones respiratorias que contienen gran cantidad de virus en el
momento de la enfermedad en personas infectadas. La diseminacién del virus por
pequefias particulas de aerosol pueden depositarlo tanto en vias respiratorias altas
(nasofaringe) e intermedias (traquea), y menos frecuentemente en el tracto respiratorio
inferior (bronquiolos y alvéolos). También puede adquirirse la infeccion por contacto
directo con las secreciones contaminadas. En este caso, se deposita el virus solo en
nasofaringe. La cantidad de virus necesaria para infectar el tracto respiratorio inferior
es muy pequefia, necesitandose dosis cien veces mayores para infectar la nasofaringe
(Wright et al, 2013; Kash & Taubenberger, 2014).
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El VGA es relativamente estable en particulas de aerosoles; con bajas
temperatura y humedad. En la mucosa respiratoria puede ser neutralizado por los
anticuerpos locales provocados por infecciones anteriores y por los inhibidores
inespecificos existentes en el moco y el sistema mucociliar. Tras la adsorcion a las
células de la mucosa, el virus inicia su ciclo de replicacion que dura de 4 a 6 horas.
(Wright et al, 2013)

El VG se puede encontrar en las secreciones nasales un dia antes o el mismo
dia del comienzo de los sintomas, incrementandose la concentracién hasta alcanzar
un pico a las 48 horas, declinando lentamente en 6-8 dias. En nifios infectados, es
posible recuperar el virus desde 1 6 2 dias del comienzo de los sintomas hasta 13 dias
después. Las personas inmunodeprimidas pueden excretar el virus durante semanas
(CDC 1).

La patologia que acompafa a la infeccion por VG resulta de la destruccion
celular causada por la replicacion viral. El virus se excreta desde las células del
epitelio columnar antes de que cese su actividad metabdlica y sean desprendidas a la
luz del tracto respiratorio. La infeccion también modifica sustancialmente la actividad
de los cilios (Uyeki, 2017; Kash & Taubenberger, 2015; Webster & Govorkova, 2014).

El VG induce cambios en el tracto respiratorio inferior. En gripe no complicada,
existe una inflamacién de la laringe, traguea y bronquios acompafada de edema
localizado que puede producir estrechamiento significativo de bronquios terminales y
bronquiolos. Los casos fatales de neumonia por VG, muestran grados variables de
infiltrados de células intersticiales y edema alveolar. A partir del tercero al quinto dia
del comienzo de los sintomas, comienza la regeneracién del epitelio, estando
presentes simultdneamente, procesos destructivos y procesos reparativos (Londino et
al, 2017; Herold S 2015).

Se ha conseguido aislar el virus de otras localizaciones anatomicas como:
musculo, higado, orina, liquido pericardico y liquido cefalorraquideo, lo que, junto con
los estudios sobre la viremia sugieren que el virus puede diseminarse, aunque no se
ha demostrado la replicacion fuera del tracto respiratorio (Wright et al, 2013; Sellers et
al, 2017)

Con respecto a la respuesta inmunolégica, la infeccion con VG da lugar a una
resistencia a la reinfeccién por virus homélogos. Ademas, se ha descrito que la
proteccién en el tiempo frente a un subtipo es variable y que la infeccion no induce
proteccién cruzada para otros subtipos o entre los tipos A y B. La infeccion conlleva
una respuesta inmunolégica local y sistémica y también una respuesta celular T
citotoxica, las cuales juegan un papel importante en la recuperacion y la resistencia a

la reinfeccion (Kash & Taubenberger, 2014).
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La respuesta humoral se debe al desarrollo de anticuerpos frente a las
glicoproteinas HA, NA, proteina M1 y nucleoproteina (en algunas personas también
frente a la proteina M2).

La produccion de IgM, IgA e IgG frente a la HA aparece a las dos semanas de
la inoculacion del virus. La respuesta de anticuerpos es mas rapida en las
reinfecciones. Estos anticuerpos son neutralizantes de la infectividad del virus,
mientras que los anticuerpos producidos frente a la NA no son neutralizantes, pero
reducen la liberacion eficiente del virus desde las células infectadas.

Se desarrollan también anticuerpos secretores en saliva, secreciones nasales,
esputo y material de lavados broncoalveolares, que son mayoritariamente de tipo IgA e
IgG, alcanzandose el pico de los titulos a los 14 dias después de la infeccion (Wright
et al, 2013).

En cuanto a la respuesta celular , las células infectadas por VG pueden ser
lisadas por anticuerpos en presencia de complemento, por citotoxicidad dependiente
de anticuerpos o por accién de linfocitos T citotoxicos.

Los linfocitos T citotoxicos se han relacionado con la reduccion de los niveles
de replicacion del virus en adultos que tienen niveles bajos en suero de anticuerpos
frente a HA y NA.

La respuesta de los linfocitos T citotéxicos de memoria podria jugar un papel en
la disminucion de la gravedad de la infeccién, como sugieren los casos en individuos
con defecto de la inmunidad celular donde la infeccion es mas grave (Kash &
Taubenberger, 2014).

I.4. CLINICA DE GRIPE

Aunque puede haber gran variabilidad, desde cuadros muy leves, similar al
resfriado comun, a extremadamente graves; en general, la gripe se caracteriza por el
comienzo brusco de sintomas como cefalea, fiebre, escalofrios, mialgias, malestar
general y anorexia acompafados por signos respiratorios, principalmente tos seca,
secrecion nasal y dolor de garganta. La temperatura se eleva dentro de las 24 horas
del comienzo de los sintomas y desciende gradualmente en dos o tres dias, aunque
en ocasiones puede permanecer hasta una semana (CDC2, Paules & Subbarao, 2017;
Uyeki, 2017).

Las mucosas nasal y faringea estan enrojecidas (a veces la faringe no presenta
ninguna alteracién a pesar del dolor de garganta). A medida que los signos y sintomas
sistémicos disminuyen, las molestias respiratorias son mas evidentes. La tos suele ser

el mas molesto de los sintomas. Estos signos, suelen mantenerse hasta 3 6 4 dias

18



después de desaparecer la fiebre, aunque la tos puede persistir durante mas tiempo
(Wright et al, 2013).

En la gripe no complicada, la enfermedad aguda generalmente se resuelve de
3 a 5 dias, y la mayoria de los pacientes se recuperan en una semana. En algunos
casos, los sintomas de debilidad (astenia postgripal) pueden persistir durante varias
semanas, sobre todo en los ancianos (CDC 2).

El cuadro clinico descrito se produce con cualquier subtipo de VGA y parece
gue también con VGB, aunque algunos sugieren que la enfermedad causada por este
ultimo puede ser mas leve e incluso que pueden existir diferencias en la presentacion
clinica dependiendo del subtipo de VGA. La infeccién con VGC, cuando ocurre, suele
causar un cuadro leve similar al resfriado comun y cursar sin fiebre (Wright et al,
2013).

Complicaciones

Las tasas mas altas de hospitalizacion se dan en las edades extremas, en
nifos menores de 1 afio y en ancianos. En los primeros, existe falta de inmunidad y
sus vias aéreas son de pequefio calibre, lo que incrementa la probabilidad de
obstruccién por la respuesta inflamatoria debida a la infeccion. La presencia de alguna
patologia de base aumenta la posibilidad de complicaciones. En los ancianos, la
mayor gravedad y complicaciones de la gripe generalmente son debidas a ciertas
patologias de base, como enfermedades cardiovasculares, pulmonares, diabetes,
disfuncion renal, inmunodepresion y asma. Se ha estimado que la presencia de
cualquier condicion de riesgo incrementa la probabilidad de muerte por neumonia y/o
gripe.

Las complicaciones mas importantes son las pulmonares, destacando la
neumonia viral primaria producida por el propio virus gripal y las neumonias
bacterianas secundarias (Prasso & Deng, 2017). Ademas pueden ocurrir
complicaciones en lugares extrapulmonares: sinusitis y otitis media, complicaciones
cardiacas (miocarditis, miopericarditis), sindrome de Reye (complicacion hepatica y del
sistema nervioso central que ocurre casi exclusivamente en nifios entre los 2 y 16

afios de edad y tiene una alta mortalidad: del 10 al 40%), etc (Sellers et al, 2017).

|.5. DIAGNOSTICO DE GRIPE

El diagnéstico de la gripe se realiza fundamentalmente por criterios clinicos. La
presentacion clinica de la gripe puede variar considerablemente con la edad del

paciente. El sindrome tipico descrito anteriormente se presenta generalmente en
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adolescentes y adultos jovenes. Se ha sugerido, basandose principalmente en
estudios de pacientes hospitalizados, que el patron clinico de la gripe puede ser mas
variable en nifios que en adultos (Paules & Subbarao, 2017).

En pacientes con enfermedades de base y que pueden beneficiarse del
tratamiento especifico con antivirales, es necesario realizar un diagndstico etioldgico.
El diagndstico de laboratorio es, ademas, la base de los sistemas de vigilancia
virologica de la gripe, ya que permite disponer de los virus que circulan en cada
temporada para caracterizarlos desde el punto de vista antigénico y genético.

En la actualidad, existen varias técnicas para diagnosticar en el laboratorio las
infecciones por el VG y cada laboratorio debe decidir cuales son las mas adecuadas
para llevar a cabo, en funcién del volumen de trabajo y su infraestructura. Las técnicas
de amplificacion de &cidos nucleicos (TAAN), fundamentalmente RT
retrotranscripcion-PCR  (RT-PCR), son hoy dia las técnicas de referencia. Las dianas
recomendadas para detectar los distintos tipos de VG son los genes M (matriz), NP
(nucleoproteina), HA y NS. La mayoria de los métodos comerciales para deteccién de
virus gripales, estan disefiados para detectar VGA y VGB. La investigacion VGC, dado
gue no existen métodos comerciales para hacerla, se limita casi exclusivamente a
laboratorios perteneciente a las redes de vigilancia. La metodologia mas ampliamente
empleada seria la RT-PCR en tiempo real (RT-PCRtr), que permite detectar los
productos generados en cada ciclo de amplificacion mediante el empleo de una sonda
fluorescente que se unen al ADN amplificado y cuya fluorescencia es recogida por el
aparato. La cantidad de fluorescencia emitida en cada ciclo es directamente

proporcional a la cantidad de producto generado (Figura 7) (Pérez-Ruiz et al. 2019).

Amplification Curves

Fluorescence (530}

Cycles

Figura 7. Ejemplo de curva de amplificacion mediante RT-PCRtr de VG
El cultivo tradicional en lineas celulares adecuadas, es lento y solo se utiliza

en laboratorios de referencia; se prefiere la técnica de cultivo rapido (Shell-vial) (SV),

que combina la sensibilidad del cultivo tradicional con la rapidez en la obtencién de
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resultados. Actualmente el cultivo viral se utiliza en los laboratorios de referencia para
obtener aislados de los virus circulantes para estudios de caracterizacion genética y
antigénica. Las cepas y aislados humanos de los VG se designan con la siguiente
nomenclatura :

Tipo/Lugar/identificacién/afio (subtipo o linaje)
Ej: A/Michigan/45/2015 (H1N1pdm09), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2),
B/Colorado/06/2017 (linaje Victoria).

Muy utilizadas en el diagndstico, aunque menos sensibles y especificas que
las anteriores, son las técnicas de deteccion de antigenos (inmunofluorescencia,
inmunocromatografia...), cuya principal ventaja es la rapidez en la obtencion de
resultados y la facilidad para su ejecucion (Vemula et al. 2016).

Aunque la demostracion de seroconversion de anticuerpos frente a los
antigenos de gripe, entre sueros en fase aguda y convaleciente, es diagnéstica, las
técnicas serologicas son poco utilizadas para este fin, por su tardanza en la obtencién
de resultados

Para conocer las caracteristicas viroldgicas de los virus circulantes, se utilizan
técnicas de secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN es un proceso que determina el orden o la
secuencia de los nucleétidos en cada uno de los genes presentes en el genoma del
virus.

Los CDC vy otros laboratorios de salud publica de todo el mundo han estado
secuenciando los genes de los virus de la gripe desde la década de 1980.
Actualmente, estas secuencias de genes estan recopiladas en bases de datos como
GenBank y mas recientemente GISAID [Global Initiative on Sharing all Influenza Data,

(https.//www.gisaid.org/)], para que puedan ser utilizadas por investigadores de salud

publica, lo que permite a los laboratorios comparar los genes de los VG anteriores y
vacunales.

Las diferencias relativas que se observan en un grupo de virus de la gripe se
organizan y se muestran en un gréfico llamado "arbol filogenético" (Figura 8). Estos
presentan cuan estrecha es la relacion entre cada uno de los virus. Por lo general, los
arboles filogenéticos de los virus de la gripe muestran la similitud que hay entre los
genes de hemaglutinina (HA) o neuraminidasa (NA). Cada secuencia de un virus
especifico tiene asignada una rama del arbol. Mientras mas alejados estan los virus en
el eje horizontal del arbol filogenético, mas diferentes genéticamente son unos de otros
(CDC 3).
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Arbol filogenético de
Influenza A (H3N2) en Espafa
Temporada 04-05
Nucleoétidos

mmm 04-05
mmm 03-04
mmm Cepas vacunales

107 CEPAS - Andalucia: 4, Aragon: 2, Asturias: 1, Baleares: 3, Canarias: 9,
Cantabria: 4, Castilla La Mancha: 10, Castillay Leén: 2, Extremadura: 23, Galicia: 6,
La Rioja: 3, Madrid: 35, Navarra: 1 y Pais Vasco: 4

58

25 CEPAS - Andalucia: 5, Baleares: 2, Cantabria: 2, Castilla La Mancha: 1,
Castillay Ledn: 2, Extremadura: 3, Galicia: 6 y Madrid: 4
A/Madrid/S4547/04
AlCalifornia/7/04
AlGalicia/R1827/05
AlGalicia/R1798/05
78 | A/Galicia/R1799/05
AlCastillaLaMancha/G2570/05
AlLaRioja/R1835/05
AlPaisVasco/R1746/04
AlLaRioja/R1837/05
AMWellington/1/04
AlJohannesburg/2/04

AlBaleares/R1609/04

94 | AlATagon/R1603/04
A/Aragon/R1604/04
52 ’rA/Andamcm/Rl(}lh/Oa
99 | A/Andalucia/R1618/04
35| A/Extremadura/G1754/04

AlExtremadura/G2541/05
A/Extremadura/G1755/04

A/Madrid/S4453/04

79 ‘ AJExtremadura/G1708/04

AJAragon/R1734/04
AlLaRioja/R1756/05
AlGalicia/R1808/05
90 | A/Andalucia/R1764/04
AlAragon/R1415/03

Fuente: I. Casas ISCIII

82 L— A/Madrid/G1531/03

AMyoming/3/03

AlAndalucia/R1548/03

A/Fujian/411/2002

AlAsturias/R1404/03

A/Panama/2007/99

Figura 8. Arbol filogenético en el que se representan las cepas de gripe H3N2

detectadas en Espafia en las temporadas 2003-2004 y 2004-2005, respecto a las

cepas vacunales de esas temporadas.

Los principales métodos de secuenciacion del genoma del VG

son (Pérez-Ruiz et

al, 2019);

-Pirosecuenciacioén

Es una técnica de secuenciacion de ADN basada en

la deteccion de la

liberacion de un grupo pirofosfato cuando se incorpora un nucleétido en una secuencia

nueva de ADN. Tras una cascada de reacciones enzimaticas, el grupo pirofosfato

liberado emite una sefal de luz. La sefial emitida es proporcional al n°® de nucleotidos

que se van incorporando a la cadena de ADN. Su principal limitacion es el tamafio del

fragmento que permite secuenciar, que suele ser corto. La pirosecuenciacion permite
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detectar resistencia a inhibidores de la neuraminidasa de los virus de la gripe A HIN1,

H3N2 y H5N1 y marcadores de resistencia a adamantanos.

-Secuenciacion Sanger

Es un método basado en la parada en la elongacién de la cadena de ADN por
parte de la ADN polimerasa (secuenasa) cuando se incorpora un dideoxi nucle6tido
trifosfato (ddNTP) en lugar del correspondiente dNTP. El tubo de reaccion incluye por
tanto dNTPs, tampones, ADN plimerasa, un cebador y los ddNTP marcados. La
incorporacion selectiva a la cadena de ddNTP resulta en frgamentos de ADN de varios
tamafios conteniendo en el extremo de la cadena el ddNTP fluorescente
correspondiente. Estas sefiales son recogidas por el secuenciador, que realiza
electroforesis y emite un electroferograma con la secuencia obtenida y los picos de
fluorescencia de cada nucledtido en la posicidén correspondiente

Es el método mas empleado en la Vigilancia de la Gripe para obtener las
secuencias de los genes HA de los virus circulantes cada temporada, asi como para

detectar cepas resistentes a antivirales.

-Secuenciacion masiva o NGS (next-generation seque  ncing)

Es una tecnologia actualmente en desarrollo, con un enorme potencial para el
diagnéstico y vigilancia de la gripe. Genera enormes cantidades de secuencias que
posteriormente requieren de un proceso bioinformatico laborioso para ser analizadas y
depuradas, lo que constituye su mayor desventaja, dado que no existen protocolos
validados para VG.

Ofrece una serie de ventajas con respecto a la secuenciacion Sanger: menor
coste ya que en una Unica serie se obtienen muchas secuencias, preparacion de la
muestra simplificada y permite detectar todas las variantes que pueden estar
presentes en una muestra.

Usando NGS se ha conseguido informacion de la secuencia completa de
aislados de gripe, asi como la identificacién de los subtipos H3N2, HIN1pdmO09 y de
gripe B simultAneamente. También ha permitido secuenciar el genoma completo del
VGA emergente H7N9. La tecnologia NGS permite también investigar la expresion

génica del hospedador en respuesta a la infeccion viral en el tracto respiratorio.
La secuenciacion del gen de la HA y su posterior analisis filogenético tiene

como principal objetivo obtener informacion acerca de la semejanza de los virus

circulantes con la cepa utilizada en la vacuna de cada temporada.
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La secuenciacion del gen de la NA tiene como objetivo la identificacion de
mutaciones asociadas a resistencia a los antivirales inhibidores de la NA (oseltamivir,
peramivir y zanamivir). La mutacion asociada a resistencia a oseltamivir, que es el
antiviral mas comdnmente empleado, y por tanto, la més estudiada, es el cambio de

una histidina por una tirosina en el aminoacido 275 (H275Y).

[.6. ANTIVIRALES FRENTE AL VIRUS DE LA GRIPE

Los antivirales que combaten los VG son un complemento importante de la
vacuna contra la gripe en el control de la enfermedad. Actualmente se utilizan tanto
como tratamiento, como para prevencion en situaciones concretas. Estan
comercializados para su uso, tres grupos de antivirales frente al VG (CDC 4,
Lackenbya et al, 2018):

- Los adamantanos : amantadina y rimantadina, que actian frente a la proteina
del conducto iénico M2 de los VGA. Por consiguiente, sélo son activos contra los VGA.
Dado que se registran altos niveles de resistencia (>99%) a adamantanos entre los
VGA H3N2 y HIN1pdmQ9 en circulacién, no son recomendados actualmente para el

tratamiento antiviral o la quimioprofilaxis de los VG.

- Inhibidores de la neuraminidasa viral: fosfato de oseltamivir oral,
zanamivir por inhalacion y peramivir intravenoso. Actlan tanto frente a VGA como

VGB, y son los mas utilizados.

- Inhibidores de la endonucleasa: baloxavir marboxil oral. Es el de mas
reciente incorporacion, actia también frente a VGA y VGB, inhibiendo la endonucleasa
dependiente de la capsula que interfiere en la transcripcion del ARN viral e impide la

replicacion del virus.

La resistencia antiviral a los inhibidores de la neuraminidasa y endonucleasa
entre los virus de la gripe en circulacion es actualmente baja. Puede ocurrir
esporadicamente o surgir en ciertos pacientes (p. ej., inmunodeprimidos) durante o

tras el tratamiento con antivirales (Naesens et al, 2016).
[.7. VACUNAS FRENTE A LA GRIPE
La medida de control més eficaz frente a la gripe es la inmunizacion anual de

ciertos grupos de poblacién considerados de alto riesgo de padecer complicaciones
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asociadas a gripe. Debido a la elevada capacidad del VG de sufrir variaciones en sus
antigenos de superficie, la composicion de las vacunas debe revisarse cada afio a fin
de asegurar que se ajustan a las propiedades antigénicas de los virus circulantes
(CDC 5; Ting et al, 2017).

En general existen 2 tipos de vacunas frente a la gripe: las procedentes de
virus cultivados en huevo o lineas celulares especificas inyectables (utilizan virus
inactivados o antigenos recombinantes)  y las que utilizan virus vivos atenuados

administradas via intranasal.

La composicidn de la vacuna antigripal de cada temporada se hace siguiendo
la recomendacion de la OMS (hemisferio norte) y de la Unién Europea, sobre la base
de la informacion disponible acerca de la prevalencia de aislamientos de cepas
concretas que circulan en todo el mundo. En el hemisferio norte, las cepas son
seleccionadas a finales del mes de febrero; los laboratorios farmacéuticos trabajan en
la elaboracién de las vacunas durante la primavera y el verano, y son distribuidas en
septiembre y octubre. Contiene clasicamente tres variedades distintas del VG, dos del
VGA (H3N2 y HIN1) y una del VGB, que son las que se han detectado con mas
frecuencia en las epidemias de gripe que estan circulando en todo el mundo y que
serian las que con mayor probabilidad podrian ser responsables de la epidemia de la
temporada actual. Desde el afio 2009, la cepa de H1N1 incluida en la vacuna
corresponde a la cepa pandémica de ese afo, que se designa como H1IN1pdm09. Hoy
dia, ya existen vacunas tetravalentes, que incluyen, ademas de las 2 cepas de VGA,

los 2 linajes de VGB circulantes en nuestros dias.

Las vacunas pueden utilizarse desde los 6 meses de edad.
La vacunacion para prevenir la gripe, tiene una importancia particular para las
personas que corren alto riesgo de presentar complicaciones graves:

¢ Mayores de 65 afios de edad

» Pacientes con enfermedades cronicas del aparato cardiovascular y del aparato
respiratorio.

« Pacientes con enfermedades del sistema inmunitario o que estén tomando
medicamentos que los afectan, como corticosteroides, quimioterapia o
radioterapia.

» Pacientes en tratamiento cronico con acido acetil salicilico

» Diabéticos u obesos morbidos

« Embarazadas
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También, deberia vacunarse el personal sanitario y trabajadores de servicios
publicos esenciales, que tendrian que hacer frente a una epidemia potencialmente

agresiva (policias, bomberos, etc) (Grohskopf et al, 2018).

En la temporada 2017-2018, las cepas recomendadas para la vacuna trivalente
por la OMS, en el hemisferio norte, fueron: similar A/Michigan/45/2015 (H1N1pdm0Q9),
similar a A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) y una cepa similar a B/Brisbane/60/2008
(linaje Victoria).

Por su parte, los virus incluidos en la vacuna trivalente de la temporada 2018-
2019 son: similar a A/Michigan/45/2015 (H1IN1pdmOQ9), similar a A/Singapore/INFIMH-
16-0019/2016 (H3N2), y similar a B/Colorado/06/2017 (linaje Victoria) (Grohskopf et al,
2018).

1.8. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA Y VIROLOGICA DE LA G RIPE

Es imprescindible una adecuada vigilancia virolégica y epidemioldgica de la
enfermedad que permita detectar y caracterizar precozmente los VG circulantes y
evaluar su capacidad de difusion en la poblacion. Estos factores, junto con la rapidez
en el intercambio de informacion a nivel nacional e internacional, son los ejes basicos
de la vigilancia actual de la enfermedad.

La evolucién de los VG circulantes se controla a nivel mundial por medio de
sistemas de vigilancia. En 1952 nace la Red Mundial de Vigilancia de la gripe (Global
Influenza Surveillance Network [GISN]), integrada por una extensa red internacional de
laboratorios coordinada por la OMS. En mayo del 2011 pasé a llamarse Sistema
Mundial de Vigilancia y Respuesta de la gripe (Global Influenza Surveillance and
Response system [GISRS]). (WHO 1).

Actualmente, el GISRS incluye a 141 centros nacionales de gripe (National
Influenza Centers [NICs]) ubicados en 110 paises que tienen como mision aislar y
caracterizar los VG circulantes en su area geografica. Estos virus se comparan
posteriormente entre si en 5 Centros Colaboradores de la OMS de Referencia e
Investigacién en Gripe, que hay en el mundo (Londres, Melbourne, Pekin, Tokio y
Atlanta), a fin de detectar las nuevas variantes y seleccionar las que deben ser
incluidas en la vacuna de la temporada siguiente.

La declaracion por parte de los paises de los datos virolégicos y
epidemiolégicos, asi como el acceso a la informacion generada, se realiza a través de

un sistema denominado FluNet coordinado por la OMS (Tabla 1).
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Tabla 1. Organizacion de los Sistemas de Vigilancia de la gripe a Nivel mundial
(Fuente SVGE-2)

Red de Coordinacién  Sistemade  Laboratorios Coordinacién

vigilanciade delaredde notificacibna queintegran delaredde

gripe vigilancia la red la red laboratorios
Mundial GISRS WHO FluNet u?:-f:cs: [clg?sl] WHO
Europeo — BERE ey ERLI-Net (37) FHE, BIVM,
WHO Europe FCl
Nacional ScVGE CNE Web ScVGE RelEG (18) CNM

CME Centro Nacional de Epidemiologia CNM Centro Nacional de Microbiologia; ERLI-Net European Reference Laboratory
Network for Human Influenza ECDC European Centre for Disease Prevention and Control; EISN European Influenza
Surveillance Network; FluNet OMS influenza surveillance; GISRS Global Influenza Surveillance and Response Systemn; PHE
Public Health England (London); MICs National Influenza Centers; FCI Francis Crick Institute (London); ReLEG Red de
Laboratorios Espafiola de Gripe; RIVM National Institute of Public Health and the Environment (The Netherlands); ScVGE
Sistema centinela de Vigilancia de Gripe en Espafna; TESSy The European Surveillance System; WHO CC World Health
Organization Collaborating Centers.

En Andalucia, desde 1995 existe la Red de Vigilancia Centinela de la Gripe
de Andalucia (RVCGA), compuesta por médicos centinelas de distintos Centros de
Salud, y el Laboratorio de Virus del Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen de las
Nieves (LVSMHUVN) de Granada.

La poblacion minima cubierta por RVCGA es del 1,94% de la poblacion de la
CA, representativa de la misma en términos de edad, ambito poblacional y dispersion
geografica

La RVCGA esta integrada en el Sistema de Vigilancia de Gripe en Espafa
(SVGE 1)

Ademas, desde la pandemia del 2009 se ampli6 la vigilancia de gripe a las
formas graves de la enfermedad, mediante la vigilancia de los casos graves
hospitalizados confirmados de gripe (  CGHCG).

En la temporada 2017-18 en Andalucia, como en el resto de Espafia, hubo
cocirculacién de gripe A HIN1pdmO09, H3N2 y B. La evolucién histérica por temporada

desde 2009 de los tipos y subtipos de VG circulantes se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Virus de la gripe detectados las ultimas 8 temporadas en Andalucia. Fuente:

Laboratorio de Referencia de Gripe de Andalucia

Tras caracterizacion genética, se demostré que estas cepas correspondian a
los siguientes genotipos:

B/Phuket/3073/2013 (linaje Yamagata)

A/Singapore/16-0019/2016 (H3N2)

A/HongKong/4801/2014 (H3N2) Clado 3C.2a

A/Norway/3806/2016 (H3N2) Clado 3c.2al

A/Michigan/45/2015 (H1N1pdm09) subclado 6B.1

De todas ellas s6lo A/HongKong/4801/2014 (H3N2) y A/Michigan/45/2015
(H1N1pdm09), son similares a las cepas vacunales de esa temporada, por lo que la
vacuna ha podido ser poco eficaz en infecciones por VGB y en muchas de las
infecciones por gripe H3N2.

Durante la temporada 2017-2018, no se detect6 ninguna cepa portadora de la
mutacion H275Y en el gen de la NA, que confieren resistencia a oseltamivir. A nivel
nacional se detect6 esta mutacion en dos virus HIN1pdmO09 (SVGE 2).
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II. OBJETIVOS

General: Detectar y caracterizar genéticamente los virus gripales que han circulado en
Andalucia durante la temporada 2018-2019, a partir de muestras procedentes de la
RVCGA y de la Vigilancia de CGHCG.

Especificos:

1. Descripcion general de los virus circulantes en Andalucia en la temporada
2018-2019.

2. Caracterizar genéticamente el gen de la HA de los virus circulantes durante la
temporada 2018-2019 para comparar su similitud con las cepas vacunales
correspondientes a esta temporada.

3. Analizar la presencia o ausencia de la mutacion H275Y en el gen de la NA de

los virus HIN1pdmQ9, que determina resistencia a oseltamivir.
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ll. MATERIAL Y METODOS

lll. 1. PERIODO DE VIGILANCIA
La temporada de vigilancia de gripe abarca desde la semana epidemioldgica 40
de 2018 (octubre) hasta la semana 20 de 2019 (mayo). Para el presente trabajo se

han utilizado muestras enviadas hasta el dia 30 de abril de 2019.

l11.2. TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS

Los médicos centinelas tomaron muestras de pacientes que respondian a la
definicion de caso de gripe y las enviaron al LVSMHUVN. Ademas, se enviaron
muestras de pacientes con cuadros graves por gripe, previamente diagnosticados en
su hospital de origen.

Definicion de caso de gripe

La definicion de caso de gripe adoptada en el Sistema de Vigilancia de la Gripe
en Espafia es:

1. Aparicion subita de los sintomas y al menos uno de los cuatro sintomas
generales siguientes: fiebre o febricula, malestar general, cefalea, mialgia; y al menos
uno de los tres sintomas respiratorios siguientes: tos, dolor de garganta, disnea y

2. Ausencia de otra sospecha diagnéstica

[11.2.1. TOMA DE MUESTRA

Se utilizan un exudado nasal y otro faringeo, combinados en un mismo vial con
medio de transporte de virus (MTV), conservado a 4°C hasta el momento del envio
(Figura 10).

Figura 10. Medio de transporte y escobillones para toma de muestras de virus
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[11.2.2. CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS AL LABORATORIO
Las muestras debidamente identificadas, se enviaron al laboratorio de manera
inmediata a 4°C. En los casos en que la muestra no pudo enviarse inmediatamente, se
mantuvo en frigorifico a 4°C. Las muestras se transportaron con triple envase
homologado y adecuadamente rotuladas. El transporte se realizd utilizando una
empresa de mensajeria con capacidad para transportar material biolégico (Figura 11).

a
(1]
1]

Recipiente primario
(impermeable; contiene virus aislado o
muestra clinica)

Recipiente secundario
[impermeable; con tapa de cierre
hermeético o bolsa hermética)

Envase exterior
(rigido; debera estar correctamente
etiquetado)

Figura 11. Ejemplo de triple embalaje de bioseguridad para envio de muestras de
gripe al laboratorio de Referencia (Fuente: SVGE 1)

1.3 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL LABORATORIO

En la figura 12, se muestra el procesamiento general seguido en el laboratorio

para deteccidn y caracterizacion de virus gripales en las muestras centinelas.
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EXUDADOS NASAL + FARINGEO

CULTIVO EN MDCK-SIAT1

|
SI(+) PARA AISLAMIENTO DEL VIRUS
EN CULTIVO CELULAR

|

IDENTIFICACION DE GRIPEA, BY C
RT-PCR EN TIEMPO REAL

SI GRIPE A (+)
IDENTIFICACION DE SUBTIPO
RT-PCR EN TIEMPO REAL
CARACTERIZACION GENETICA‘

Figura 12. Esquema de procesamiento de muestras para estudio de gripe en

Laboratorio de Referencia de Gripe de Andalucia

El diagnostico de gripe en las muestras recogidas se basa inicialmente RT-
PCRItr frente para detectar y diferenciar VGA, VGB y VGC. En casos positivos a VGA,
con posibilidad de detectar e identificar virus de la gripe A, By C. En casos positivos a
VGA, se realiza determinacién del subtipo.

En una seleccion de los casos positivos detectados, se procede a cultivo viral
para obtencion del aislado sobre el que se realizan los estudios de caracterizacion

genética.

111.3.1. METODOS DE DIAGNOSTICO UTILIZADOS
-RT-PCRItr

Previa a la RT-PCRtr, hay que extraer y purificar los acidos nucleicos de la
muestra. Para ello, se utilizo el ensayo QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini kit, en
el equipo de extraccidbn automética Qiasymphony (Qiagen). Este sistema permite la
extraccion automatica de hasta 96 muestras y la posterior preparacion de los tubos de
RT-PCRtr (Figura 13, izquierda).

Figura 13. Izquierda, equipo Qiasymphony con los dos médulos de extraccion de
acidos nucleicos (modulo SP, izquierdo) y de preparacion de la PCR (médulo AS,
derecho); derecha, Versant KkPCR para la RT-PCRtr
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La RT-PCRItr utiliza dos dianas frente al VGA de los genes M y NP y una diana
frente a VGB y VGC dirigida frente al gen NP. Las sondas especificas de cada tipo
viral estdn marcadas con un fluoroforo diferente que emite fluorescencia a distintas
longitudes de onda y que por tanto, se pueden diferenciar durante la lectura. Esto
permite que se puedan incluir varias dianas en un mismo tubo de reaccion. Para la RT-

PCRItr se utilizé un equipo Versant kPCR (Siemens) (Figura 111.3.1.a, derecha).

-Cultivo viral

El procedimiento utilizado es la inoculacion mediante centrifugacion de las
muestras, en tubos de fondo plano, que contienen la linea celular MDCK-SIAT1, que
son células Madin Darby de rifion de perro, con el plasmido SIAT1 que contiene el gen
de la 2,6-sialotransferasa humana, para la expresion especifica de los residuos alfa-
2,6 en los receptores celulares, a semejanza de los existentes en el tracto respiratorio
superior). Las lineas celulares se incuban a 33-35°C durante 48h. El medio de
mantenimiento de las células debe llevar tripsina, que es necesaria para la activacion
de la HA. Se identificara el crecimiento del virus en las células mediante técnicas de
inmunofluorescencia directa utilizando anticuerpos monoclonales especificos (Técnica
de Shell-vial) (Figura 14).

CULTIVO DE VIRUS GRIPE : “SHELL VIAL”

MDCK-SIAT IFD Influenza positiva

Figura 14. Esquema de técnica cultivo—centrifugacion (“shell-vial”), para aislamiento

de virus de la gripe

-Caracterizacion genética de los virus gripales

Tras el aislamiento de los virus en cultivo, se seleccionaron una serie de cepas

de diferente tipos y subtipos para estudio genético del gen de la HA y de la NA.

33



El procedimiento consté de los siguientes pasos:
1° Extraccion y purificacion de los acidos nucleicos de los aislados (como se describe
anteriormente).
2° RT-PCR de un fragmento de la HA de (590-1000 pares de base, pb) y de un
fragmento del gen de la NA de H1pdmQ9 (450-700 pb), siguiendo el protocolo del
Centro Nacional de Microbiologia.
3° Electroforesis en agarosa al 1% para detectar los productos especificos de la PCR
(Figura 15).

Figura 15. Electroforesis el agarosa al 1% de los productos de amplficaciéon del gen de
la HA de H1pdmO09

4° Purificacion de los productos de PCR para eliminar restos de cebadores no
deseados en la secuenciacion.

5° Secuenciacion Sanger, en equipo ABI377, en el servicio de secuenciacion del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra (Granada, CSIC). Se hacen dos
secuenciaciones por muestra, una con cada uno de los cebadores usados en la PCR,
para realizar la lectura de la secuencia en ambas direcciones y confirmar posibles
mutaciones en el virus analizado.

6° Andlisis de secuencias, para lo cual se realizan los siguientes procesos:

» Visualizacion del electroferograma en el programa Chromas (Figura 16).

Figura 16. Electroferograma tras secuenciacioén de un fragmento del gen de la NA del
VGA



« Andlisis de los posibles errores en la secuenciacibn mediante comparacion de
la secuencia problema con las disponibles en GenBank, utilizando la
herramienta de internet BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool). Esto te
permite corregir los huecos (“gaps”) comparando el alineamiento obtenido con
los picos del electroferograma (Figura 17).

) NCBI Blast:3026958-D222F (351 letiers) - Mozilla Firefox

frehive  Editar Wer  Historial  Marcadores  Herramientas  Ayuda

J =2 NCBI Blast: 3026958-D222F (351 letkers) | + |

& | & v nicbi.rlm.nih.gov/blast /Blast cgi || - Google 2% & O

e S e e

e T T T T e e g
ce 1D: Qil4744580831|gb|KCT81915.1] Length: 1701 Number of Matehes: 1

Related Information
Range 1: 663 to 833 GenBank Graphics
Score Expect  Identities Gaps Strand
253 bits(220) 7e-64 164/172(95%) 7/172(4%) Plus/Plus

Ouery 30  ABCAT-CACCAAGAAGTT-ARCCCCCART-—GCCAATA-CACCCARAGTGAGCCAT-AMGE 83
PIULE PREERE e bl LEEILE LTl il
Sbict 663 ARGATACAGCRLGARGTTCARGCCGRARLTAGCARTAAGACCCARAGTEAGGEATCARGR 722

fuery &4  AGGEAGRATGRACTTACTACTGGACACTAGTAGAGCCOGGAGACAARATARCATTOGRAS 143
RN N N R N N AN AN N N NN AN
Sbjet 722 ACCCACRATCAACT-ACTACTCCACACTACTACACCCCCCACACAARATARCATTCCRAC 781

Ouery 144 CRACTGGARATCTAGTGGTACCCAGATATGCATTCOCAATCCAAACAABRTEC 185
IR R N N N NN NN NN NN RN NN NN
Sbict 762 CAACTERARLTCTAGTGGTACCGAGATATGCAITCGCARTGGRARGAARTGE 833

HDuwnluad ~ GenBank Graﬁhics v N&xt A Previous 4 Descr\ptiun_s
Figura 17. Ejemplo de comparacion entre electroferograma en Chromas y

alineamiento en BLAST, que muestra los errores (gaps) de lectura de secuencia a

corregir

e Abrir las dos secuencias depuradas con el programa MEGA, alinear ambas
entre si, para obtener una Unica secuencia del tamafio del producto de PCR.

« Alinear con las secuencias consenso de cada tipo o subtipo de esa temporada
(disponibles en el informe del ECCDC, Influenza virus characterisation report) y

alinear éstas con la secuencia problema (Figura 18).

DNA Sequences | Translated Protein Sequences ‘

Species /Bbbry
1. HAETF RERSER GDIRIQ QLGNSNET
2. HATIF RERSPR DIRIQ Q CNSHET
3. HA71R RERSPR DIRIQ Q CNSHET
4. HR7ZF RERSER GDIRIQ QLGNSNET
5. HA72R RERSPR GDIRIQ Q CNSHET
6. HAT4F RERSER GDIRIQ QLGNSNET
7. HA74R RERSPR GDIRIQ Q CNSHET
5. HATSF RERSER GDIRIQREVQ:GNSNET
3. HATSR RERSER GDIRIQREVQRAGNSNKT
10. HATEF RERSPR DIRIQ Q CNSHET
11. HA76ER RERSER DIEIQ QLGNSNET
12 HRGSR RERSPR DIRIQ Q CNSHET
13. HA70F RERSER DIEIQ QLGNSNET
14. HR7OR RERSER DIEIQ QLGNSNET
15. HA | A/California/07/200% RERSPR RIQ Q CNSHET
16. HA | A/Bayern/6€3/2005 RERSER GUVIRIQ QLGNSNET
17. HA | A/Lviv/N&/200% RERSPR GDIRIQ Q CNSHET
18. HA | A/Rstrakhan/1/2011 Grupe 5 RERSER GDIRIQ QLGN25KT
15. HA | A/Hong Kong/5653/2012 Grupo &R RERSER GDIEKIQREQAGNSNET
20. HA | A/Slovenia/2303/2015 €B.1 clon 37 RERSPR GDIRIQRE Q-CNSHNKT
21. HA | A/Paris/1447/2017 &B.1 RERSER DIEIQ QLGNSNET
22. HA | A/Switzerland/ZE5E/2017 6B.1 RERSPR DIRIQ Q CNSHET
23. HR | R/Switzerland/3330/2017 &B.1 clen 35 RERSER GDIRIQ QLGNSNET
24. HA | A/Michigan/45/2015 [vacuna 1) RERSPR GDIRIQ Q. CNSHET

Figura 18. Ejemplo de alineamiento en MEGA de secuencias de proteina HA con

secuencias consenso de H1pdmO09
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* Realizar andlisis filogenético (mediante método de maximum likelihood
o neighbour joining) en el programa MEGA para determinar a qué grupo

pertenecen los virus analizados (Figura 19).

HAG7F
HA75F
HA71F
HAG9R
HA71R
HA74F
HA70R

HAT70F
HA74R
HA75R
] HAT76F
HA76R

HA | A/Switzerland/3330/2017 6B.1 clon 35
HA | A/Switzerland/2656/2017 6B.1

HAT72F
HA72R

HA | A/Paris/1447/2017 6B.1
—— HA | A/Slovenia/2903/2015 6B.1 clon 37

HA | A/Michigan/45/2015 (vacunal)
HA | A/Hong Kong/5659/2012 Grupo 6A

HA | A/California/07/2009
HA | A/Bayern/69/2009

—— HA | A/LViV/N6/2009

HA | A/Astrakhan/1/2011 Grupo 5

0.005

Figura 19. Arbol filogenético de los virus con n° 67-76, del subtipo H1pdmO09 aislados
en la temporada 2018-2019

l11.4 ANALISIS DE DATOS

Los resultados de la determinacion de gripe en muestras respiratorias se
extrajeron de la base de datos del LVSMHUVN y se exportaron los datos de los virus
detectados y la procedencia de la muestra a hoja de céalculo Excel.

Ademas, se registraron los resultados de caracterizacion genética de los virus
analizados de la temporada en hoja de célculo Excel.

Para andlisis de los resultados se ha realizado un estudio estadistico

descriptivo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. MUESTRAS PROCESADAS

Para este trabajo, se han estudiados muestras recibidas hasta 30 de abril de
2019. En total se han procesado en el Laboratorio de Referencia de gripe de
Andalucia 2464 muestras nasofaringeas, 779 procedentes de la vigilancia centinela y
1685 de casos graves confirmados de gripe. El mayor porcentaje de muestras se
recibié entre las semanas 3 de 2019 y la 10 de 2019, coincidiendo con el periodo
epidémico de gripe esta temporada.

IV.2. TIPOS Y SUBTIPOS GRIPE DETECTADOS EN LA TEMP ORADA 2018-
2019

Se ha detectado virus de la gripe en el 48,3% de las muestras recibidas. El
99,6% ha sido VGA (54,6% virus H1lpdmO09 y el 45% virus H3) (Figura 20). En
Andalucia como en el resto de Espafa y Europa, esta temporada practicamente sélo
ha circulado VGA, con predominio de H3 o H1lpdm09 segun el pais estudiado
(Eurosurveillance).

Respecto a las dos temporadas anteriores (ver figura 9 en introduccién), en
2016-2017, sdlo circuld H3 y a diferencia de la temporada 2017-2018 no ha circulado
practicamente VGB.

103 3

B H1pdmO09

HH3

594 ®ANST

490 uB

Figura 20. Distribucion de los 1088 virus de la gripe A (H1 pdm09y H3) y B
detectados en el LVSMHUYV en Andalucia hasta el 30 de abril de 2019. NST, no
subtipable
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IV.3. CARACTERIZACION GENETICA

Para este estudio se han utilizados 73 cepas de VGA seleccionadas
aleatoriamente de las aisladas en distintos periodos de esta temporada tanto de
vigilancia centinela como de casos graves hospitalizados. No hemos estudiado VGB,
porque hasta el cierre del estudio s6lo se han detectado 4 cepas (0,3% de los
positivos), insuficiente para poder extraer alguna conclusion.

Los resultados de nuestro estudio se muestran en tabla 2

Tabla 2. Caracterizacion genética de 73 virus de la gripe A aislados en Andalucia en

temporada 2018-2019, en base a hemaglutinina

VGA H1pdmO09 n (%) VGA H3 n (%)
A/Michigan/45/2015 14
(vacunal) (27.4) A/Alsace/1746/2018(H3N2) | 16 (72,7)
AlParis/1447/2017* 1(1,9) | A/England/538/2018(H3N2) | 6 (27,3)
A/Switzerland/2656/2017* | 6 (11,8)
, 30
*
A/Switzerland/3330/2017 (58.8)
Total (H1pdmO09) 51 Total H3 22

*Estos virus pertenecen al mismo subclado que el virus vacunal A/Michigan/45/2015

Los resultados con VGA H3 son superponibles a los obtenidos en el CNM en
cepas analizadas de todo el pais, donde hasta la fecha, se han caracterizado 585 VGA
(H3N2), de las que 256 han sido A/Alsace/1746/2018 y 320 A/England/538/2018. Sélo
9 corresponden a otros linajes. Las cepas H1pdm09, que han circulado en Andalucia,
también han sido similares a las que han circulado en el resto del pais, todas similares
antignénicamente a A/Michigan/45/2015 (SVGE 3).

IV.3.1. COMPARACION DE VIRUS CIRCULANTES CON VIRUS INCLUIDOS EN LA
VACUNA SUMINISTRADA ESTA TEMPORADA

Todas las cepas H1pdmQ9 eran analogas antigénicamente a la cepa vacunal
usada esta temporada A/Michigan/45/2015 (H1N1pdmQ9).

Todos los virus H3N2 caracterizados, son diferentes antigénicamente  al virus
vacunal A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016.
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Estos resultados son semejantes a los comunicados por el CNM en cepas
analizadas de todo el pais y a las recogidas en resto de Hemisferio Norte, lo que ha
llevado a tomar la decision de que para la vacuna que se va a usar en la temporada
2019-2020 se modifique su composicion respecto a la utilizada esta temporada;
recomendando a los fabricantes que en representacion del VGA H3, se utilice la cepa
A/Kansas/14/2017, similar antigénicamente a la A/Alsace/1746/2018 que, como ha
sucedido en Andalucia, ha sido la mas prevalente en el hemisferio norte esta

temporada.

IV.3.2. ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A OSELTAMIVIR

Se analizo la resistencia a oseltamivir conferida por la mutacion H275Y en el gen
de la NA en 21 virus seleccionados de pacientes graves o inmunodeprimidos y
ninguno demostré dicha mutacién. Hasta la fecha atendiendo a los datos reportados
por el CNM en el resto de Espafia tampoco se han detectado cepas portadoras de
esta mutacion. En Europa de 897 cepas investigadas, sélo en 4 se ha detectado la

misma (Eurosurveillance)
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V. CONCLUSIONES

1. En Andalucia durante la temporada 2018-2019, la epidemia de gripe ha sido

provocada casi exclusivamente por virus de la gripe A.

2. Los virus de la gripe A detectados han sido el 54,6% virus H1pdmQ9 y el 45%

virus H3.

3. Genéticamente, los virus H1pdmQ9 circulantes han sido similares a la cepa
A/Michigan/45/2015 contenida en la vacuna, mientras los virus H3 en su
mayoria han sido similares a A/Alsace/1746/2018 o A/England/538/2018, muy

diferentes antigénicamente a la cepa vacunal de esta temporada.

4. No se ha detectado la mutacion H275Y en el gen de la neuraminidasa, que

confiere resistencia a oseltamivir, en ninguna de las cepas estudiadas.
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