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Resumen

Antecedentes

La evolucion de los virus de la influenza provoca una disminucion en la efectividad de la
vacuna (EV), lo que obliga a monitorear constantemente las mutaciones y a reajustar la
composicion recomendada de las vacunas contra los virus de influenza. Se evalud la EV y

las mutaciones de los virus presentes en la poblacion mexicana a principios de 2018.

Métodos

Diagnosticamos influenza en pacientes ambulatorios con una prueba de diagndstico rapido
de influenza (RIDT) de alto rendimiento y qRT-PCR. Se utiliz6 estadistica descriptiva para
caracterizar la poblacion de estudio, se estimaron algunas variables clinicas aplicando la
prueba Xi’. Utilizando un disefio de prueba negativa se analizé la EV. Se secuencié el gen
de la hemaglutinina (HA), se realizd un andlisis filogenético y se analizaron las

sustituciones no sinénimas dentro y fuera de los sitios antigénicos.

Resultados

De los 240 pacientes analizados, el 42.5% recibi6 la vacuna trivalente y el 37.5% fueron
positivos para influenza. La EV para la poblacion general para cualquier tipo o subtipo del
virus de influenza fue del 37 %, mientras que la EV para el subtipo de influenza A(H3N2)
fue la mas baja (19.7 %). El andlisis filogenético de HA mostro la co-circulacion de clados
y subclados 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2, 3C.2a2re, 3C.2a3 y 3C.3a con identidades de

aproximadamente 97%-98% similares a la composicion de la vacuna.

Conclusiones
La baja EV estaba relacionada con la co-circulacion de multiples clados y subclados de
influenza A(H3N2), con suficiente distancia genética y fenotipica para permitir la infeccion

de individuos vacunados.



Abstract

Background

The evolution of influenza viruses causes a decrease in vaccine effectiveness (VE),
requiring the constant monitoring of mutations and readjustments to the recommended
composition of influenza vaccines against the influenza virus. We evaluated the VE and the

mutations of the viruses present in the Mexican population at the beginning of 2018.

Methods

We diagnosed influenza in outpatients with high-performance Rapid Influenza Diagnostic
Test (RIDT) and qRT-PCR. Descriptive statistics were used to describe the study
population, while a Xi” was used to determine clinical variables. VE was analyzed through
a negative test design. We sequenced the hemagglutinin (HA) gene, performed a
phylogenetic analysis and analyzed the nonsynonymous substitutions both in-side and

outside antigenic sites.

Results

Of the 240 patients analyzed, 42.5% individuals received the trivalent vaccine, and
37.5% were positive for influenza. The VE for the general population for any influenza
virus type or subtype was 37.0%, while the VE for the predominant influenza A(H3N2)
subtype was the lowest (19.7%). The phylogenetic analysis of HA showed the co-
circulation of clades and subclades 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2, 3C.2a2re, 3C.2a3, and 3C.3a

with identities of approximately 97%-98% similar to the vaccine composition.

Conclusions
Low VE was related to the co-circulation of multiple clades and subclades of influenza
A(H3N2), with sufficient genetic and phenotypic distance to allow for the infection of

vaccinated individuals.



1.- Introduccion

1.1.- Virus de influenza

Los virus de influenza estan clasificados dentro de la familia Orthomyxoviridae que consta
de siete géneros (Arias et al., 2009; Dou et al., 2018; Ferhadian et al., 2018). Los géneros
Alphainfluenzavirus y Betainfluenzavirus representan la mayor amenaza de salud publica,
porque constituyen a las dos principales especies de influenza que circulan en humanos,
causantes de pandemias y epidemias: influenza A e influenza B (Asha & Kumar, 2019;

Ferhadian et al., 2018).

Los virus de influenza A y B se clasifican y se han nombrado por su orden de
descubrimiento, por sus diferencias genéticas y antigénicas. Los virus mas antiguos que se
han logrado estudiar, los virus de la influenza espafiola de 1918, se les nombro como virus
de influenza tipo A (Anhlan et al., 2011; Bouvier & Palese, 2008; Fouchier et al., 2005). El
origen de los subtipos de influenza A se da cuando en 1957 aparece entre la poblacion un
virus de influenza con mayor homologia genética con influenza A que con influenza B y
antigénicamente distintos a influenza A por su hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA),
con esta informacion se clasificd al primer virus de influenza espafiola, como el virus de
influenza A subtipo HIN1 y el descubierto en 1957 como el virus de influenza A subtipo
H2N2, con este mismo sistema se comenzaron a asignar numeros a todos los demas virus
conforme se fueron aislando en mamiferos y aves, con homologia con influenza A, pero
antigénicamente distintos por su HA y NA. Hasta la fecha se han encontrado 18 HA y 11

NA en aves y mamiferos (Scholtissek et al., 1978; Wille & Holmes, 2020).



Ademéas de diferenciar a los virus de influenza A en subtipos, con la ayuda de las técnicas
de reaccion antigeno anticuerpo, actualmente los trabajos con anticuerpos monoclonales y
estructuras de proteinas, permiten identificar cinco sitios antigénicos dentro de la HA
ampliamente definidos para los subtipos HIN1 y H3N2 que son: Sa, Sb, Cal, Ca2, Cby A,
B, C, D, E respectivamente (Allen & Ross, 2018; Bouvier & Palese, 2008; Petrova &
Russell, 2018b). Cambios entre 1 a 3 aminoacidos dentro de estos sitios antigénicos junto
con las pruebas neutralizacion que corroboran las distancias antigénicas entre los virus,
permiten dividir a un subtipo en clados. Entre 2009 y 2018, se clasificaron los siguientes
clados para el subtipo HINI1: 6A, 6B, 6C y del 6B divergen a su vez los clados 6B.1,
6B.1A y 6B.2 (Petrova & Russell, 2018b; Zhao et al., 2020). Para el subtipo H3N2 los
clados de 2011 a 2018 son: 3C, y de este divergen los caldos 3C.1, 3C.2, 3C.3, a su vez, del
clado 3C.2 divergen los clados 3C.2a, 3C.2al y 3C.2b, y del clado 3C.3 divergen los clados

3C.3ay 3C.3b (Jorquera et al., 2019).

Para clasificar a los virus de influenza B, varios autores coinciden que desde la década de
1940 estos virus circularon entre individuos vacunados a influenza A, al estudiar dichos
virus confirmaron su distancia genética y antigénica con respecto a influenza A y fue hasta
1988 que los cambios de aminoacidos en la HA de los virus de influenza B, llevaron a que
se clasificaran en dos linajes: Victoria y Yamagata. Estos virus co-circularon hasta la

pandemia por SARS-Cov2 (Petrova & Russell, 2018a; York et al., 2019).

Dentro de los géneros Gammainfluenzavirus y Deltainfluenzavirus, se clasifican a las
especies de virus de influenza C y D respectivamente, y aunque comparten una ascendencia
en comun con los virus de la influenza A y B, son genética y antigénicamente distintos
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(Ferhadian et al., 2018). Los virus de influenza C se detectaron por primera vez en 1947 en
nifios, que les provoco enfermedad respiratoria leve, al observar su informacion genética y
corroborar su distancia antigénica con los virus de influenza A y B, se les decide nombrar
virus de influenza C (Asha & Kumar, 2019; Ferhadian et al., 2018; York et al., 2019). En
2011 se concluye nombrar a los virus de influenza aislados en ganado vacuno y cerdos,
como virus de influenza D por su distancia genética y antigénica con respecto a los virus de

influenza A, B y C (Asha & Kumar, 2019).

El resto de los géneros dentro de la familia Orthomyxoviridae estan restringidos a la

infeccion de peces, artrépodos, insectos y aves (Ferhadian et al., 2018).

1.2.- Estructura de los virus de Influenza

Figura 1. Tomografia crioelectronica del virus de influenza
A pandémico HIN1 2009 (rodajas tomograficas de ~5nm de
espesor). Muestra el interior de viriones de influenza de
forma esférica (A) y un virion filamentoso largo (B).

Tomado y modificado de (Harris et al., 2013)

Los virus de influenza observados bajo el microscopio electronico tienen una apariencia

pleomorfica (figura 1), la particula viral tipicamente esférica tiene un didmetro promedio



de 100 millonésimas de milimetros o nandémetros (nm) y en su forma alargada puede
alcanzar alrededor de 300 nm de longitud (Arias et al., 2009; Harris et al., 2013). La figura
2 representa un virus de influenza, su primer caracteristica es ser virus envueltos, es decir,
tienen una membrana procedente de las células del hospedero que recubren las proteinas de
la matriz (M1) y estas a su vez recubren las ribonucleoproteinas virales (VRNPs) y las RNA
polimerasas dependientes de RNA viral (RdRp) (Ferhadian et al., 2018; Harris et al., 2013;
X. Li et al., 2021). Todos los tipos de virus de influenza poseen un genoma de RNA
segmentado, monocatenario de sentido negativo. Sin embargo, los tipos de influenza A y B
tienen 8 segmentos del genoma que codifican para 11 proteinas, mientras que los virus de
los tipo C y D solo tienen 7 segmentos del genoma que codifican para 9 proteinas (Asha &
Kumar, 2019; Ferhadian et al., 2018; X. Li et al., 2021). Los genomas segmentados estan
asociados a multiples copias de nucleoproteinas (NP) y tres subunidades de RNA
polimerasa viral para formar los complejos de vVRNPs (Ferhadian et al., 2018; X. Li et al.,

2021).

Otra caracteristica de los virus de influenza A y B son las proteinas transmembranales
homotetramericas o canales de protones (M2) y dos glicoproteinas la hemaglutinina (HA) y
la neuraminidasa (NA) que se encuentran insertadas en la membrana procedente del
hospedero (Arias et al., 2009; Petrova & Russell, 2018a). Para el caso de los virus de
influenza C y D también tienen proteinas insertadas en la membrana del hospedero, la M2 y
en lugar de HA y NA tiene una sola glicoproteina, la proteina de fusion hemaglutinina-
esterasa (HEF) que cumple las funciones de ambas glicoproteinas (Halldorsson et al., 2021;

Su et al., 2017).



Las proteinas de exportacion nuclear (NEP), las polimerasas basicas 1 (PB1) y las no
estructurales 1 (NS1) no conforman una parte estructural de los viriones maduros, pero son
proteinas que tienen un papel fundamental en la exportacion nuclear de los complejos
vRNPs al interior del nucleo de la célula, en la induccion de la muerte celular por apoptosis,
y como antagonistas de la respuesta de interferon que le permite evadir la respuesta

inmunologica (Arias et al., 2009; Petrova & Russell, 2018a).
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Figura 2.- Virion de influenza A y B. Principales proteinas de superficie HA (rojo), NA (azul) y M2
(morado) (A). Complejo VRNP de los 8 segmentos del genoma viral (B). HA resaltando los
dominios HA1 (anaranjado), HA2 (azul) y el sitio de unién al receptor (amarillo) (C). Tomado y

modificado de (Dou et al., 2018; Petrova & Russell, 2018b)



1.3.- Vias de infeccion

1.3.1.- Modo de transmision del virus de influenza en humanos

Los virus se diseminan entre los seres humanos por contacto directo o indirecto con las
gotas o aerosoles que contienen particulas virales, formadas por las personas infectadas al
toser, estornudar y/o hablar (Dhand & Li, 2020; Pan & Lednicky, 2019; Tellier et al.,
2019). La tos y estornudos son la forma mas eficiente de transmision de los virus de
influenza debido a que se expulsan entre 3 000 a 40 000 gotitas con moco y secreciones
conteniendo particulas virales. Ademas los aerosoles de alrededor de 0.6-4 pm pueden
permanecer suspendidas en las corrientes de aire y penetrar hasta los alveolos, las particulas
entre 4-5 um se depositan principalmente en vias respiratorias bronquiales y conductoras,
mientras que las particulas de mayor tamafio son atrapadas por el epitelio ciliar en
movimiento, y la secrecion de la mucosa nasal, llevandolas hacia la garganta para ser

tragadas (Dhand & Li, 2020; Pan & Lednicky, 2019; Tellier et al., 2019).

1.3.2.- Contribucion del medio ambiente en la infeccion de influenza

Se ha probado que la infeccion por influenza entre mamiferos es madas eficiente a
temperatura de 5°C y humedades relativas del 20%, estas condiciones climaticas se dan
cada afio durante el invierno en paises de clima templado (Gomez-Barroso et al., 2017,
Lowen et al., 2007). La transmision de la enfermedad entre humanos, comienza a elevarse
durante los meses mas frios, de octubre a marzo en el hemisferio norte y en el hemisferio
sur entre los meses de mayo a septiembre (Gomez-Barroso et al., 2017; Lowen et al., 2007).

Se propone que lo anterior ocurre debido a la estabilidad de las particulas de agua que



contienen virus, a la baja humedad y temperatura, lo que les confiere a estas particulas la
cualidad de ser mas ligeras y quedarse en el aire por periodos mdas prolongados,
aumentando la probabilidad de aspirarlas e infectarse (Gomez-Barroso et al., 2017; Lowen

et al., 2007).

A diferencia del hemisferio norte y sur que tienen estaciones invernales, los paises
tropicales y subtropicales realmente no cursan por una estacion invernal, en consecuencia,
la humedad y la lluvia se relacionan directamente con el aumento en la incidencia de las
infecciones, que se extiende hasta en dos periodos por afio, entre febrero a marzo y de junio
a julio (Monamele et al., 2017; Soebiyanto et al., 2015). Inclusive en algunos paises
tropicales y subtropicales se registran casos de influenza practicamente todo el afio

(Monamele et al., 2017).

1.3.3.- Epidemiologia de influenza en México durante la temporada de influenza 2017-
2018

En México en los estados del centro y norte del pais hay climas templados y aridos
respectivamente, en estos lugares durante 2018 se observo una temporada de influenza que
fue desde octubre de 2017 hasta mayo de 2018, con predominio de influenza A(H3N2)
coincidiendo con los reportes del hemisferio norte (DGE, 2017, 2018). En el territorio
mexicano también hay regiones tropicales al suroeste del pais como Yucatan, donde se
presento un brote con alta incidencia de influenza A(HIN1) de mayo a septiembre de 2018,
que es muy particular, debido a que la incidencia de influenza se comportd como en el
hemisferio sur, coincidiendo con los reportes de Chile, Australia y Brasil, inclusive hay un

estudio que muestra este mismo comportamiento en Yucatan desde las temporadas de



influenza de 1998 hasta 2014 (Ayora-Talavera et al., 2017). Esto nos lleva a que en México
se deben replantear las fechas de aplicacion de la vacunacion y ajustar los planes de

respuesta en salud publica por regiones del territorio nacional.

La temporada de influenza en México durante 2018 se caracterizo por la circulacion de
diferentes subtipos de influenza, predominando en distintas partes del pais y en diferentes
momentos del afio, a esos fenomenos de aumento de casos de forma local se le denomina
epidemia. Mientras que las pandemias son una distribuciéon mundial de un patdégeno que
causa una enfermedad, como sucedi6 con el virus de influenza AHIN1 2009 que causo la
primer pandemia del siglo XXI (Ayora-Talavera, 2018; DGE, 2017, 2018; Saunders-

Hastings & Krewski, 2016).

1.3.4.- Los avances tecnologicos y su papel en la diseminacion del virus de influenza

La diseminacion local y mundial de la influenza entre humanos tiene una correlacion con
el desarrollo tecnoldgico de varios medios de transporte como el ferrocarril, barcos,
aviones, asi como el surgimiento de rutas de comercio y la movilidad de la poblacion, por
ejemplo, la movilizacion de los ejércitos al final de la primera guerra mundial y durante el
regreso de las tropas de Vietnam a los Estados Unidos de América coinciden con las
pandemias de 1918 y 1968 (Saunders-Hastings & Krewski, 2016). Durante la tltima
pandemia de influenza en 2009 se ha estudiado la movilidad del virus con respecto a los
viajeros turisticos, de negocios y las migraciones, mostrando que los migrantes que pasan a
través de México hacia E.U.A. tienen tasas de vacunacion bajas y exponen a las

poblaciones a donde llegan, con virus que podrian no estar circulando en esos lugares
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(Belderok et al., 2013; Goeijenbier et al., 2017; Lawyer, 2016; Wilcox & Hirshkowitz,
2015). La ubicacion del brote de la enfermedad y el acceso que tenga la poblacion enferma
a los aeropuertos y viajes internacionales, influye de manera importante en la diseminacion
de la enfermedad (Lawyer, 2016). Finalmente los individuos que viajan a zonas tropicales,
tienen alto riesgo de contraer influenza, debido a que en estos lugares los virus de influenza

pueden circular todo el afio (Belderok et al., 2013).

1.3.5.- Hospederos de influenza y las zoonosis

Otro aspecto importante a considerar en las vias de infeccion, es la amplia gama de
hospederos no humanos que pueden infectarse con los virus de influenza (Air & Compans,
1983; Bodewes et al., 2013; Parrish et al., 2015). Influenza A se encuentra distribuida en
aves silvestres, domésticas y diversos mamiferos como los humanos, cerdos, focas,
ballenas, visones, caballos, perros, gatos, hurones y murciélagos (Parrish et al., 2015;
Russell et al., 2018). Influenza B se ha encontrado en humanos y focas (Bodewes et al.,
2013; Ferhadian et al., 2018). Influenza C se ha aislado en humanos, cerdos, caballos y
experimentalmente en hurones (Air & Compans, 1983). Influenza D se ha aislado en
ganado bovino y cerdos, y aunque se propone que deriva de humanos no se ha aislado en
¢éste (Ferhadian et al., 2018; Su et al., 2017). La distribucion de la enfermedad en diversos
mamiferos y aves silvestres, le proporciona al virus la movilidad entre paises y continentes,
debido a las rutas migratorias de las aves y al comercio de aves y cerdos (Parrish et al.,
2015). El comercio de animales silvestres y de corral en mercados ha sido un foco de
atencion de las autoridades sanitarias locales y globales, y por esta razon desde hace afios

en China se monitorean los virus de influenza en las personas que estan en estrecho
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contacto con aves y cerdos en dichos mercados (Widdowson et al., 2017; Woo et al., 2006).
Este ultimo aspecto en las vias de transmision, hace necesario mas investigaciones y leyes a
nivel global que minimicen la zoonosis de las enfermedades, con un monitoreo mas extenso
en busqueda de virus en animales, evitando la invasion y pérdida de habitats, asi como

castigos mas severos a traficantes de especies silvestres.

1.4.- Ciclo de replicacion del virus de influenza

1.4.1.- Los receptores de la célula eucariota humana involucrados en la union con el

virus de influenza

Para que los virus de influenza infecten a su hospedero, necesitan de receptores en la célula
para poder unirse e ingresar a su interior. Algunas células de mamiferos tienen un
recubrimiento de glicanos como N-glicanos, O-glicanos y algunos de ellos tienen una
terminacion en galactosa unida a acidos sialicos. En humanos el principal 4cido sidlico es el
N-acetilneuraminico, estos estan conectados mediante un enlace glicosidico o 2,3 o a 2,6
(Arias et al., 2009; Lazniewski et al., 2018). Las células epiteliales que recubren las vias
respiratorias altas de humano tienen principalmente carbohidratos con enlace a 2,6 como se
muestra en la figura 3, mientras que las células epiteliales del intestino de aves acuaticas
tienen principalmente el enlace en o 2,3. (Arias et al., 2009; Krammer et al., 2018;
Nachbagauer & Krammer, 2018; Shinya, K., Ebina, M., Yamada, 2006). La disposicion de
los receptores glicosidicos en enlace a 2,3 o a 2,6 en distintas partes anatomicas de los
distintos hospederos y su abundancia, explica parcialmente las zoonosis, por ejemplo, en

los casos H7N9 y H5N1 en humanos (Long et al., 2019).
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Figura 3.- Reactividad de la lectina Sacumbus nigra (verde) indica la presencia de acidos salicos o
2,6 y la lectina Ameurensis maackia (rojo) indica la presencia de acidos salicos a 2,3, para el
contraste de las células se utiliz6 DAPI. Se muestra la reactividad de los tejidos humanos
respiratorios con lectinas en A) Mucosa nasal, B) Senos paranasales, C) Faringe, D) Traquea, E)
Bronquios, F) Bronquiolos y G) Alvéolos. Tomado y modificado de (Shinya, K., Ebina, M.,

Yamada, 2006).
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1.4-2.- Hemaglutinina y la entrada del virus de influenza a la célula eucariota humana

Los virus de influenza A y B tienen la HA que permite la unidn virus-células, esta proteina
tiene una abundancia relativa de 400 homotrimeros por viridon, que es la abundancia mas
alta entre las proteinas de superficie del virus, esta cantidad aumenta las posibilidades de
unioén virus-célula, figura 4a (Altman et al., 2018a; Hutchinson et al., 2015). La HA es una
glicoproteina de membrana que se pliega como un trimero de subunidades idénticas que
estan formadas por una proteina precursora HAO que es escindida por proteasas. Aunque se
ha demostrado la replicacion sin presencia de proteasas, experimentalmente la adicién de
tripsina o plasmina aumenta significativamente la infectividad del virus (Benton et al.,

2018; Chaipan et al., 2009; LeBouder et al., 2010).

La HAO no escindida no se fusiona con la membrana de la célula, pero un cambio de HAO
debido a la accion proteolitica de las proteasas presentes en el tracto respiratorio de un
hospedero humano (proteasa humana, TMPRRS2) promueve la actividad fusogénica del
virus con la célula (Benton et al., 2018; Dyer & Eller, 2018). Una vez hecha la activacion
de HAO una serie de reacciones de repliegue suceden en el contexto de un pH mas bajo,
donde se disocia un subdominio de HA1 unido por un puente disulfuro a HA2 y se provoca
el re-plegamiento de este ultimo, que en consecuencia provoca la fusién de las membranas
viral y de la célula, esta union ademas induce la endocitosis y la internalizacion del virus.
Este mecanismo de fusiéon de membrana mediada por hemaglutinina denominada “cargado
por resorte” es uno de los mas aceptado hasta el momento aunque sigue siendo hipotético

(Dyer & Eller, 2018).
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Un estudio muestra una alternativa a la entrada del virus por endocitosis, demostrando que
la HA del virus al unirse a 4cidos sidlicos que a su vez estan unidos a canales de calcio,
dichos canales de calcio dependientes de voltaje (Cav 1.2) muestran oscilaciones inducidos
por la unibn HA con &cido sialico. Aunque este estudio es el inicio de un tema de
investigacion que puede contribuir a un mejor entendimiento de la entrada de los virus a las
células, ain deja pendiente dilucidar la contribuciéon de los canales de calcio en la
diseminacion de los virus al epitelio respiratorio y abren la oportunidad de estudiar otros

canales sialidados y su posible funcion en la infeccion (Fujioka et al., 2018).

1.4.3- La endocitosis y el papel de los canales de protones de los virus de influenza

Los canales de protones de los virus de influenza (M2) son la proteina de menor
abundancia entre las proteinas de superficie (4 o 5 proteinas por virién), pero tiene un papel
crucial por formar canales selectivos de protones que sirven para acidificar los virus y a los
endosomas que contienen a los virus y liberar los acidos nucleicos virales al interior de la
célula (Altman et al., 2018a; Pielak & Chou, 2011). Después de la union y fusion del virus
con la célula, sigue la endocitosis mediada por clatrina e independiente de clatrina (S. Li et
al., 2014). En los endosomas tempranos (figura 4b) hay un ambiente de pH entre 6 a 6.5 y
altas concentraciones de iones Na' y K' que activan el canal M2, promoviendo el flujo de
protones y la salida de iones K del nticleo del virus (Cady, Sarah D; Lou, Wenbin; Hu,
Fanghao; Hong, 2010; Manzoor et al., 2017). Al madurar los endosomas, el virus se expone
a pH entre 5.4 a 6, una baja en la concentracién de Na' y una alta concentracion de K, solo
en este entorno del endosoma tardio (figura 4c) se promueve la entrada de K' y esto

favorece dos cambios cruciales en la envoltura viral y la fusion con la membrana del
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endosoma, esto mediado al mismo tiempo por un cambio conformacional en la HA
(Alvarado-Facundo et al., 2015; Cady, Sarah D; Lou, Wenbin; Hu, Fanghao; Hong, 2010;
Manzoor et al., 2017; Stauffer et al., 2014). Al final, el endosoma tardio libera los

complejos de vVRNPs y RdRps al citoplasma (Manzoor et al., 2017).

1.4.4.- Transcripcion y replicacion del genoma viral de influenza

Una vez en el citoplasma los complejos de VRNPs y RdRps son transportados al nucleo de
la célula (figura 4d) para llevar a cabo la transcripcion y replicacion del genoma viral y dar
origen a una nueva progenie. Las nuevas proteinas sintetizadas pasan por el reticulo
endoplasmatico, complejo de Golgi y finalmente transportado por vesiculas llega a la
membrana celular donde se ensamblan lo viriones (figura 4e). (Batishchev et al., 2016; Zhu
et al.,, 2017). Durante la sintesis y transporte de las nuevas proteinas virales, M2 actlia en
tres procesos: En su paso en el trans-Golgi el bajo pH activa a M2, que a su vez equilibra el
pH entre el tras-Golgi y el citoplasma para evitar el cambio conformacional prematuro de
HA. Otra accién de M2 es impedir la fusion de lisosomas y en consecuencia frena la
degradacion de las proteinas virales recién formadas. Finalmente M2 actia junto con balsas
lipidicas para estabilizar la gemacion de la progenie viral (Batishchev et al., 2016; Martyna

& Rossman, 2014; Wohlgemuth et al., 2018; Zhu et al., 2017).

1.4.5.- Ensamblaje y gemacion de la progenie viral de influenza

Durante la agrupacion de las proteinas virales en la membrana de la célula infectada para
ensamblar a los nuevos viriones, M2 se localiza en la periferia junto con balsas lipidicas y

la proteina de aglomeracion molecular, la concentracion de estas distintas proteinas permite
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que M2 se inserte profundamente en la membrana de la célula y la altere, curvandola de tal
forma que se forma un cuello que se va constrifiendo (figura 4f) (Martyna & Rossman,
2014; Rossmann & Lamb, 2011). Durante la constriccion de la membrana de la célula, el
paso final para liberar a la nueva progenie viral, se requiere de la hidrolisis de los enlaces
glicosidicos de los 4cidos sialicos presentes en los sitios de gemacion por accion de la NA
(figura 4g), esto evita la union entre la HA con los acidos sidlicos, liberando finalmente a
los viriones. Esta nueva progenie viral puede seguir infectando a las células contiguas al
sitio de la gemacion (da Silva et al., 2015). A pesar de tener una participacion crucial en la
liberacion de los nuevos viriones, la abundancia de la NA es 10 veces menor que la HA, es
decir, su abundancia relativa por virion es de 40 glucoproteinas homotetramericas (Altman

etal., 2018a).
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Figura 4.- Ciclo de replicaciéon del virus de influenza, tomado y modificado de (Arias et al., 2009).
(a) Union virus-célula, (b) endosoma, (c) liberacion de los complejos VRNPs y RdRps, (d)
transporte de los complejos VRNPs y RdRps al ntcleo de la célula, (e) ensamble de viriones, (f)

constriccion de la membrana célular y (g) gemacion de la progenie viral.

1.5.- Infeccion respiratoria aguda

La infeccion respiratoria aguda (IRA) es una enfermedad recurrente a lo largo de la vida del
ser humano y su duracion es menor a 15 dias en promedio, este tiempo varia dependiendo
del agente etiologico responsable de la infeccion y del estado inmunolégico del individuo

infectado (CDC, 2019a; Eiros et al., 2009; Khardori, 2010).

1.5.1.- Infeccion respiratoria aguda por el virus de influenza

La IRA originada por el virus de influenza puede afectar cualquier parte del tracto
respiratorio y causa sintomas de forma abrupta, coincidiendo con la produccion de las
citocinas (Bian et al., 2014; CDC, 2019a; Khardori, 2010). Tanto los virus estacionales
como los virus pandémicos estan asociados a la tos seca, dolor de garganta, fiebre mayor a
38°C, cefalea que puede llegar a ser intensa, mialgias, fatiga, disnea, taquipnea, dolor de
pecho, hemoptisis o esputo purulento, fiebre recurrente o prolongada, deshidratacion y en
algunos casos se presentan sintomas gastrointestinales como nausea, vomito y diarrea
(CDC, 2019a; Khardori, 2010; Rogelio Perez-Padilla, M.D., Daniela de la Rosa-Zamboni et
al., 2009). Cuando no hay complicaciones de la enfermedad, los signos y sintomas

desaparecen alrededor de los 3 a 7 dias, coincidiendo con la disminucion de la produccion
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de citocinas, aunque puede haber persistencia de tos y sensacion de malestar hasta por mas

de dos semanas (Bian et al., 2014; CDC, 2021a).

Aunque se llega a definir como resfriado comun a algunas IRAs por no causar una
enfermedad grave, ciertas personas son especialmente susceptibles a padecer
complicaciones y desencadenar una enfermedad grave o incluso la muerte. Las epidemias
anuales por influenza afecta més a nifios menores de 5 afios y adultos mayores de 60 afios,
pero durante las pandemias también se ven afectados grupos de edad entre los 5 a 59 afios,
y ya sea en epidemias o pandemias por influenza, los individuos con comorbilidades
subyacentes son particularmente vulnerables como los diabéticos, pacientes con falla de
organos pulmonar o cardiaco, personas inmunocomprometidas, pacientes obesos y mujeres
embarazadas (CDC, 2021a; Khardori, 2010; Memoli et al., 2014; Rogelio Perez-Padilla,
M.D., Daniela de la Rosa-Zamboni et al., 2009). Las principales complicaciones graves son
bronquitis hemorragica, neumonia por influenza que es poco comuin o neumonia bacteriana
secundaria, estos sindromes clinicos llevan a hospitalizacion y unidad de cuidados
intensivos por provocar la neumonitis viral difusa con hipoxemia severa, el sindrome de
dificultad aguda respiratoria y algunas veces choque y falla renal, progresando rapidamente
alrededor de los 4 a 5 dias de haber iniciado los sintomas y que pueden desencadenar en la
muerte (CDC, 2021a; Eiros et al., 2009; Khardori, 2010; Memoli et al., 2014; Rogelio

Perez-Padilla, M.D., Daniela de la Rosa-Zamboni et al., 2009).
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1.6.- Respuesta inmunologica frente al virus de influenza

1.6.1.- Inmunidad de la mucosa respiratoria

Las células epiteliales respiratorias expresan de manera constitutiva mucina, principal
componente de la mucosa y funciona como una de las primeras barreras de defensa para
combatir la infecciéon de los virus de influenza, debido a que en su composicion tienen
receptores de acido sidlico que se unen a los virus, estos quedan atrapados y posteriormente
son expulsados en las secreciones respiratorias (Chen, 2018; X. Yang et al., 2014). Sin
embargo, la NA tiene su accion sialidasa que le permite hidrolizar los enlaces glicosidicos y
asi superar la mucosa para llegar a los epitelios respiratorios (figura 5-A) (X. Yang et al.,
2014). La importancia de la NA en la union virus-célula, se ha demostrado al agregar
oseltamivir a cultivos de epitelio humano e inhibir eficazmente la infeccion, o que el uso de
zanamivir suprime significativamente la liberacion de los virus de la red del moco
(Matrosovich et al., 2004; X. Yang et al., 2014). Estos trabajos abren la oportunidad de
evaluar con mayor detalle la actividad sialidasa de la neuraminidasa viral y el impacto de
las neuraminidasas bacterianas en la entrada y transmision de los virus, asi como probar la
accion profilactica de los medicamentos mencionados (Matrosovich et al., 2004; X. Yang et

al., 2014).

Otro de los componentes de las mucosas son los anticuerpos o inmunoglobulinas A (IgA),
aunque todavia no abordamos a detalle la interaccion de los virus con el sistema
inmunolodgico, adelantamos uno de los resultados de la activacion del sistema inmune, y es

que las IgA se producen a partir de las células plasmaticas secretoras (Stanekova & Vare,
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2010). Después estas IgA recién sintetizadas se unen a los receptores de inmunoglobulinas
poliméricos que se expresan en la superficie basolateral de las células epiteliales, entonces
estos anticuerpos son transportados por transcitosis a la superficie apical donde pueden
bloquear la union virus-célula (Figura 5-B) (Chen, 2018; Stanekova & Vare, 2010). Su
papel protector contra los virus de influenza se realiza cuando los extremos terminales de
estos anticuerpos se pegan a los virus y bloquean la unién del virus con la célula, y de esta
forma se evita la infeccién de las células del epitelio respiratorio (Maurer et al., 2018;
Stanekova & Vare, 2010). Se ha probado que la actividad de la IgA es entre 10 a 1 000
veces mas neutralizante que otras inmunoglobulinas, pero también hay reportes que 1 de
cada 300-600 individuos presentan deficiencia en la produccion de IgA, estos hallazgos

hacen necesario incrementar las investigaciones en este campo (Maurer et al., 2018).

1.6.2.- Inmunidad innata

Una de las caracteristicas de las células epiteliales, células pulmonares y del sistema
inmunolédgico es que tienen receptores de reconocimiento de patogenos (PRR) que pueden
distinguir patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP), en el caso particular del
virus de influenza, sus componentes virales conservados serdn los principales blancos de
reconocimiento de estos PRRs (Chen, 2018; Kolls & Evans, 2017; Pizzolla et al., 2017,
Rivas-Santiago, Bruno Tonatiuh; Torres Rojas, MArtha; Bobadilla Lozoya, Karen y Sada
Diaz, 2005). Las cé€lulas pueden reconocer a los virus con al menos tres clases distintas de
PRR: Los receptores tipo Toll (TLR) particularmente los tipos 3, 7 y 8 que reconocen RNA

viral (Figura 5-B), los receptores tipo RIG-I (RLR) que reconocen RNA vy los receptores
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tipo NOD (NLR) que reconocen un rango mas amplio de estimulos (Chen, 2018; Pizzolla et

al., 2017).

Una vez que los PRR captan alguno de los componentes virales mencionados, se induce la
secrecion de interferon (INF) tipo I y III que desempefian un papel importante tanto en las
células infectadas y no infectadas, regulando positivamente cientos de diferentes genes
estimulados por interferon (ISG) (figura 5-B). Algunos ISG pueden tener accion directa
contra el virus, o a nivel de la expresion de los RNA mensajeros virales y la traduccion de
proteinas, limitando eficientemente la replicacion y propagacion del virus (Chen, 2018;
Killip et al., 2015). Otra molécula secretada por el estimulo de los virus en las células es el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que provoca una respuesta proinflamatoria y junto
con la IL-1 inducen moléculas de adhesion endotelial, que desencadenan la migracion de
células inmunes innatas, como macrofagos, células dendriticas (DC) y células asesinas
naturales (NK) (figura 5-C) (Alejandra et al., 2014; Chen, 2018). Otras moléculas
secretadas por las células son las citocinas y quimiocinas que promueven también el
reclutamiento de células del sistema inmune, regulan los mecanismos de inflamacion y

modulan la secrecion de inmunoglobulinas (Chen, 2018; Pizzolla et al., 2017).

La induccion quimiotictica inicia una rapida migraciéon de macrofagos, monocitos,
neutrofilos, linfocitos T citotoxicos (CTL), NK y DC al sitio de la infeccion. Este conjunto
de células limita la propagacion viral mediante la fagocitosis de células infectadas en
presencia o ausencia de anticuerpos, también pueden provocar la lisis de estas células que

puede o no estar mediada por complemento dependiente de anticuerpos (ADCML, por sus
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siglas en ingles) y también realizan la presentacion de antigenos virales que promueven a la

inmunidad adaptativa (Chen, 2018; Forthal, 2014; Jegaskanda, 2018).

1.6.3.- Inmunidad adaptativa

Las células presentadoras de antigenos (APC) toman a través de la endocitosis o fagocitosis
a los antigenos virales exdgenos, a las particulas virales inactivas o a las células infectadas
para procesarlos en proteosomas y los epitopes del virus o péptidos inmunitarios resultantes
son unidos a moléculas de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
(Chen, 2018; Stanekova & Vare, 2010). La MHC-I permite la presentacion de los epitopes
del virus a los linfocitos T CD8+, que a su vez desencadena la maduracion a CTLs que
eliminan a las células infectadas a través de la lisis de estas, mediante perforinas y
granzimas (Chen, 2018; Stanekovd & Vare, 2010). Otra posibilidad es que las proteinas
virales sean degradadas por endosomas/lisosomas, los péptidos resultantes se asocian a
moléculas MHC tipo Il y de esta forma se presentan estos antigenos a las células T
cooperadoras precursoras (Th0O) CD4+ que a su vez llevan a cabo la proliferacion de ThO a
Thl o Th2 dependiendo del perfil de citocinas. El perfil de citocinas promovera la
polarizacion de la respuesta hacia un perfil Thl o Th2 segun sea el caso: Para controlar la
infeccion primero se iniciard una respuesta Thl, después de esto dicho perfil de citocinas
puede cambiar, detonando una respuesta Th2, la cual es productora de anticuerpos
especificos del agente patdégeno (Figura 5-C) (Chen, 2018; Pizzolla et al., 2017; Stanekova

& Vare, 2010).

23



1.6.4.- Inmunidad Humoral

La respuesta inmune humoral esta mediada por inmunoglobulinas especificas sistémicas o
locales que intervienen en distintos pasos de la replicacion viral (Stanekova & Vare, 2010).
Durante la unién virus célula, las IgAs presentes en las mucosas o las IgGs en suero pueden
bloquear directamente esta union; estos anticuerpos se dirigen principalmente a la cabeza
globular de HA, ya que es inmunodominante (Altman et al., 2018b; Henry et al., 2018;
Stanekova & Vare, 2010). La IgA e IgG también pueden unirse al dominio del tallo de HA
que tiene poca variabilidad y donde pueden tener una reactividad cruzada mas amplia que
cuando interactian con la cabeza, pero la respuesta del sistema inmunologico es

inmunosubdominante (Altman et al., 2018b; Chen, 2018; Henry et al., 2018).

Antes y durante la adsorcion del virus o justo en el momento previo a la liberacion de sus
acidos nucleicos al citoplasma de las células, los anticuerpos se pueden unir a regiones
entre HA1 y/o HA2 o a la proteina M2 y bloquear ambos pasos. Sin embargo, la alta
plasticidad de HA y la débil inmunogenicidad de M2 hacen necesario poner a prueba
estrategias que permitan desarrollar tratamientos mas eficaces (Nachbagauer & Krammer,
2018; Stanekova & Vare, 2010; Wang et al., 2015). Para el caso de HA se han desarrollado
estrategias como tratar de quitar la cabeza globular de la hemaglutinina y dejar mas
expuesto al tallo, otra estrategia consiste en la construccion de cabezas globulares
quiméricas de HA con dominios conservados de cepas de influenza A subtipo H3, H1 e
influenza B y una terapia con anticuerpos monoclonales que van dirigidos tanto a la cabeza
como al tallo de la proteina, con una proteccion probada en ensayos clinicos y con el

potencial de servir en tratamiento contra infecciones zoonéticas (Henry et al., 2018;
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Nachbagauer & Krammer, 2018). En el caso de M2 se han establecido estrategias con
adyuvantes para conferir una mayor inmunogenicidad, acelerar la respuesta del sistema
inmunolodgico, guiar la respuesta citotoxica y humoral, también se ha probado una proteina
fusionada entre M2 mads la proteina nuclear del virus de la hepatitis, demostrando el
incremento de la proteccion in vivo frente a dosis letales del virus de influenza, ademas de
una terapia de anticuerpos monoclonales que se menciond para HA y que también puede
ser utilizada contra M2 durante las infecciones del virus (Nachbagauer & Krammer, 2018;

Stanekova & Vare, 2010; Tregoning et al., 2017).

Al final del ciclo de replicacion, cuando los viriones se estan ensamblando y durante la
gemacion de estos, hay anticuerpos que pueden impedir el correcto ensamblaje o la
liberacion de la nueva progenie (Stanekova & Vare, 2010). Se sabe de la existencia de los
anticuerpos que impiden el ensamblaje de la nueva progenie viral y de los anticuerpos que
impiden la liberacion de la nueva progenie viral, aunque hacen falta investigacion al
respecto. Finalmente, la NA es una proteina de superficie inmunogénica involucrada en la
liberacion de los viriones, cuenta con epitopes conservados que pueden conferir proteccion
heter6loga, y puede ser un enfoque distinto para mejorar la produccion de anticuerpos

protectores en las formulaciones de las vacunas actuales. (Eichelberger et al., 2018).

1.6.5.- Células B y respuesta de anticuerpos

La participacion de las células B en la infeccion es multiple porque estd sujeta a su
capacidad de reconocer a los antigenos del virus en su forma nativa y fungir como célula

presentadora, durante la inmunidad adaptativa se diferencian a células plasmaticas
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secretoras de anticuerpos (ASC) o cuando ocurre una segunda exposicién a un virus se
activan las células B de memoria (Hong et al., 2018; Jones et al., 2016). Un aspecto
controversial y que se ha estudiado muy poco es la longevidad de estas células y como la
primer exposicion a una cepa de influenza puede establecer la magnitud y especificidad de
la respuesta de los anticuerpos en una siguiente exposicion, un concepto al que se le
denomino “pecado original antigénico” el cual trata de explicar que la respuesta de
anticuerpos esta dominada por la primer cepa con la que se tuvo contacto y aunque a lo
largo del tiempo, la persona envejece y estd en contacto con otras cepas, el sistema
inmunologico mantiene niveles altos de anticuerpos de la primer cepa de influenza con la
que se tuvo contacto (Cobey & Hensley, 2017; Henry et al., 2018; Hong et al., 2018; Jones

etal., 2016).

Un concepto mas actual denominado antigiiedad antigénica o impronta antigénica, resulta
en un modelo mas adecuado para explicar lo que sucede ante el primer contacto con un
virus de influenza, propone que al primer virus se le asigna una posicidon privilegiada
jerarquicamente dentro del repertorio inmunolédgico, y que cada cepa posterior adopta una
posicidn jerarquica menor y sucesiva dentro del repertorio, ademas menciona que cada cepa
nueva, pero del mismo subtipo va reforzando la respuesta de la inicial (Henry et al., 2018).
Un mejor conocimiento de la impronta antigénica y su relacion con la longevidad de las
células B, podrian ser la clave para determinar con mayor precision el mejor momento para
realizar la primera exposicion de un individuo a los virus de influenza, asi como el tipo de
contacto que desencadena una mejor respuesta inmunoldgica, el natural o por vacuna, y
explorar la posibilidad de producir una vacuna universal (Henry et al., 2018; Jones et al.,
2016).
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1.6.6.- Citotoxcicidad de las células dependiente de anticuerpos (ADCC)

Los anticuerpos ademas de recubrir a los virus para frenar la infeccion, también puede
formar un puente entre las células infectadas y una célula efectora que contenga el receptor
de la fraccion cristalizable (FcR) del anticuerpo en cuestion (Forthal, 2014; Jegaskanda,
2018; Stanekova & Vare, 2010). Las células que pueden tener este receptor son las NK,
monocitos, macrofagos y neutrofilos que eliminan a las células infectadas mediante la

fagocitosis, lisis o apoptosis. (Forthal, 2014; Jegaskanda, 2018; Stanekova & Vare, 2010)
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Figura 5.- Respuesta inmune innata, adaptativa e induccion de la respuesta humoral. (A) Antes de
que los virus de influenza se unan a los receptores de las células epiteliales, las células
dendriticas pueden fagocitar éstos virus o pueden fagocitar células infectadas, después
migran las células dendriticas a los nodulos linfaticos locales para la presentacion de
antigenos. La presentacion de antigenos a las células T CD4+ y/o TCD8+, promueve a su
vez el reclutamiento de las NK y macrofagos que dan paso a las respuesta inmune
adaptativa y humoral. (B) Los receptores PRR reconocen al patdogeno via TLR3, 7 y 8 que
promueven la translocacion al nucleo de Nf-kf}, IRF3 e IRF7 que a su vez estimulan los
ISG, INF, citocinas y quimiocinas que promueven la via de las caspasas y las citocinas
proinflamatorias. RIG-1 y MAVs pueden reconocer a RNAm y retroalimentar
positivamente la secrecion de ISG, INF, citocinas y quimiocinas. (C) La presentacion de
antigenos por MHC-I o MHC-II permite la proliferacion de células ThO a células Th2
cuando se co-estimulan con IL-10 o bien de ThO a Thl cuando se co-estimulan con IL-12,
la proliferacion de estas células por una parte producir mas INF y por otra parte se activan y
diferencian las células B a células secretoras de anticuerpos especificos de la infeccion en

Pproceso.

1.7.- Impulsores evolutivos y origen de los virus de influenza

1.7.1.- Cambio antigénico

El re-arreglo es el proceso que permite a los virus segmentados, el intercambio de sus
segmentos y también se le denomina cambio antigénico. La reorganizacién del material
genético produce rapidamente variantes de virus que pueden ser marcadamente diferentes,
genotipica y fenotipicamente de las cepas parentales (Marshall et al., 2013). Los virus de
influenza A y B tienen su genoma dividido en 8 segmentos de RNA y en presencia de una
co-infeccion con virus de diferentes subtipos o linajes, sus segmentos pueden re-arreglarse
y dar origen a virus con proteinas totalmente distintas a los virus que los originaron

(Petrova & Russell, 2018b; Richard et al., 2017). A pesar de que las aves son el principal
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reservorio de los virus de influenza A, se propone que el surgimiento de nuevos re-arreglos
con potencial pandémico sucede en los cerdos que son susceptibles a la infeccion por virus
aviar y humano, a esta caracteristica se le denomina “vaso de mezcla”. Aunque no se tiene
evidencia directa de como se generaron los virus causantes de las tres pandemias del siglo
XX, se sugiere que fue por virus que tuvieron multiples re-arreglos en cerdos antes de
infectar al humano, como sucedi6 en la primera pandemia del siglo XXI con virus
circulando en cerdos de origen Euroasidtico y Norte América, antes de infectar humanos
(Richard et al., 2017; Smith et al., 2009; Wenjun Mal, 2008). Tal vez, la principal limitante
del cambio antigénico entre los virus de influenza durante una co-infeccion, es el inoculo
tan elevado que se necesita para que se dé tal proceso, esto podria explicar porque es poco

frecuente (Marshall et al., 2013).

1.7.2.- Deriva antigénica

La deriva antigénica es un mecanismo asociado a cambios en la HA y NA principalmente,
se debe a que las polimerasas de los virus son propensas a errores durante la replicacion de
su genoma y provoca la acumulacion de mutaciones puntuales que producen sustituciones
de aminodacidos (Abente et al., 2016; Altman et al., 2018b; McKinley et al., 2011; Stubbs &
Te Velthuis, 2014). Una de las consecuencias de las mutaciones puntuales, es que cada afio
tenemos la presencia de virus antigénicamente distintos, que no pueden ser reconocidos por
el sistema inmunolodgico y sin necesidad de genes nuevos, como sucede con el mecanismo

de cambio antigénico (Adi-Kusumo, 2017; Altman et al., 2018b).
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La deriva antigénica, ademds de producir los cambios de aminodcidos, también puede
modificar los patrones de glicosilacion en la HA y NA, que protegen o exponen sitios
antigénicos de HA y los sitios enzimaticos de NA, ante los anticuerpos producidos en
humanos por infecciones previas o vacunacion (Allen & Ross, 2018; Petrova & Russell,
2018Db). La glicosilacion se produce a través de la union de una molécula de oligosacéarido
al nitrégeno amida de Asparagina (N-glicosilacion) que se encuentra en el sequon Asn-X-
Ser/Thr donde X puede ser cualquier aminodcido excepto Prolina (Allen & Ross, 2018;
York et al., 2019). La ganancia de este accesorio, en las proteinas de superficie de los virus
ocurre con la ayuda de las glucosiltransferasas y oligosacariltransferasas en el reticulo
endopldsmatico, seguido por el complejo proceso de recorte y remodelacion de los
oligosacaridos por glicosidasas y manosidasas durante el transito por el recticulo
endoplasmatico y golgi (York et al., 2019). Ademas de ganar sitios de N-glicosilacion, los
virus pueden modificar su antigenicidad y afinidad al sitio de union al receptor, por el
aumento del potencial eléctrico en la cabeza globular de HA por aminoécidos cargados
positivamente, que incrementa la avidez del virus permitiendo una union virus-célula antes

de que los anticuerpos puedan reconocer los anticuerpos (Allen & Ross, 2018).

1.7.3.- Presion de seleccion por el hospedero

Las tasas de mutacion ejercidas por las RdRp de los diferentes virus de influenza, esta en el
rango de ~2 X 10 a ~2 X 10 mutaciones por sitio por ronda de replicacion de genoma
(Petrova & Russell, 2018b; Suzuki & Nei, 2000). Por su parte los re-arreglos del genoma
entre los virus de influenza, implican altas cantidades de dos 0 mas virus co-infectando a la

vez un individuo, para generar un cambio antigénico, esto podria dificultar el éxito de este
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mecanismo y explicar porque no sucede en un tiempo determinado y es muy poco frecuente
(Marshall et al., 2013). También sabemos que se requieren de al menos de 3 a 10 cambios
de aminoécidos en el dominio de la cabeza globular de HA para cambiar completamente la
antigenicidad de un virus, descartando el cambio antigénico y asumiendo que Unicamente la
deriva antigénica es el unico impulsor evolutivo, el resultado de que el 10% de la poblacion
mundial se infecte cada afio con influenza y se produzcan alrededor de 10'? viriones
infecciosos, se requeririan de al menos mil millones de afos para generar aleatoriamente
una mutante de escape con un cambio completo de la antigenicidad (Altman et al., 2018a).
Por lo tanto, ni siquiera infectando a toda la poblacion mundial se generaria una presion
selectiva sobre todos los sitios antigénicos, para producir mutantes de escape en un corto
tiempo, pero todas las suposiciones anteriores parten del hecho de que sélo la deriva
antigénica es el impulsor evolutivo, no se contempla al hospedero y su respuesta

inmunologica.

La primera infeccidon por influenza en la vida de un ser humano, implica no contar con una
respuesta inmune innata ni adaptativa, que llevaria a un pico en el titulo viral entre las 24 a
72 horas después de la infeccion, dependiendo de la dosis infecciosa (Petrova & Russell,
2018a). El tiempo necesario para generar anticuerpos especificos contra el virus después de
la infeccidn es de 7 a 10 dias, esta impronta antigénica (véase 1.6.5) sucede en la primera
década de la vida y sesga la respuesta inmunoldgica hacia ciertos sitios antigénicos, a
ciertas regiones de la proteina y preferentemente hacia las proteinas de superficie mas
abundantes de ese primer virus con el que se tuvo contacto. La produccion jerarquica de
anticuerpos sigue sucediendo con cada virus con el que se tenga contacto a lo largo de la
vida, y se le denomina inmunodominancia, podria causar una baja efectividad de ciertas
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vacunas que tengan sustituciones artificiales en dichos sitios inmunodominantes, seria
responsable de la extincion de viejas variantes antigénicas tras la aparicion de otras nuevas
y es evidencia de la presion seleccion por la respuesta inmunolédgica del hospedero humano,
que impulsa el surgimiento de virus con novedades evolutivas capaces de evadir la

respuesta inmunologica (Altman et al., 2018a; Petrova & Russell, 2018a).

Una vez que un hospedero cuenta con una impronta antigénica o ha tenido contactos
repetidos con ciertos virus de influenza, la respuesta inmunolédgica actiia como un cuello
de botella, limitando la transmisibilidad de estos virus hacia otros individuos, lo que resulta
en la pérdida de la diversidad viral o puede impedir la replicacion del virus parental, pero
no de su progenie con mutaciones, lo que resulta en un impulsor evolutivo. El alcance de
estos cuellos de botella varia segtn la via de transmision, puede modificar la dindmica de
una epidemia e impactar directamente en la evolucion de los virus de influenza, también se
tiene que tomar en cuenta la corta duracion de las epidemias de influenza, la co-circulacion
de distintos tipos y subtipos de influenza que competiran entre si, para establecerse como
los virus dominantes de la temporada y de las siguientes epidemias (Petrova & Russell,

2018a).

Los mecanismos de cambio y deriva antigénica, junto con la presion de seleccion ejercida
por el sistema inmunologico del huésped, permiten la evolucion de influenza, aunado a la
co-circulacion de los subtipos y linajes de influenza durante el mismo periodo de tiempo,
son la causa de que hasta este momento no se tenga una vacuna 100% efectiva. Otro
aspecto a considerar son los virus que componen la vacuna, las vacunas trivalentes dejan

fuera un linaje de influenza B que hace menos efectivas a las vacunas que se administran a
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la poblacion, sobre todo si el linaje de influenza B circulando predominantemente es el que
no incluye la vacuna, como se ha observado en Inglaterra y Bulgaria durante 2017-2018
(Beyer et al., 2017; Gregory et al., 2017; Ju, 2017; Prandoni et al., 2012; Suptawiwat et al.,
2017; Wise, 2018). Esto ultimo se ha modificado en la recomendacioén de la OMS para la
vacuna de la temporada 2018-2019, actualizando los subtipos de influenza A e incluyendo
ambos linajes de influenza B, este ajuste se planea cada afio y dependiendo de los virus que
circularon en afios anteriores se proponen a los virus con los que se realizara la vacuna de la

siguiente temporada.

1.7.4.- Participacion del medio ambiente en la evolucion de los virus de influenza

El medio ambiente tiene una contribucion significativa en la epidemiologia y el
establecimiento de las infecciones de influenza, (véase seccion 1.3.2, 1.3.3 y 1.3.4). Otro
aspecto en el que contribuye de forma notable el medio ambiente, es en la evolucion de los
virus de influenza. ;Pero cémo la temperatura o la humedad relativa o la estacionalidad en
las diferentes regiones del mundo, pueden impulsar la evolucion de los virus? Hay varios

hallazgos que pueden dar respuesta a este fenomeno:

Hay un par de trabajos donde muestran, que los niveles de persistencia de las gotas y
aerosoles que contienen a los virus de influenza en el ambiente, se modifican por las
condiciones de temperatura y humedad, inclusive esta persistencia difiere entre los tipos y
subtipos de influenza; por otra parte, se ha estudiado a un virus de influenza H3N2 con un
fenotipo NS1-V194I, que pierde viabilidad por efecto de la temperatura (Jiang et al., 2020;

Kormuth et al., 2019). Esto supone que ciertos virus pueden ser mas aptos en determinadas
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condiciones ambientales, mientras que otros virus pueden desaparecer por efecto de la

seleccion natural dada por las condiciones climatologicas.

La persistencia viral también se puede dar en el agua, particularmente, en los cuerpos de
agua dulce de las zonas templadas y articas que pueden beber hospederos susceptibles, esto
puede desempeiar un papel importante en la diseminacién y evolucion viral. Varios
investigadores coinciden que las condiciones mas favorable para la persistencia viral en
muestras de aguas son: bajas temperaturas <17°C, un pH neutro o basico de 7.4 - 8.2, baja
salinidad entre 0-200 000 ppm y bajos contenidos de amoniaco, pero en las condiciones
distintas los virus pierden viabilidad y no se dispersan entre sus hospederos y se pueden

extinguir (Morin et al., 2018).

Relacionado con los cambios estacionales en las diferentes regiones del mundo, revisamos
la coincidencia epidemioldgica con las temporadas de influenza (véase seccion 1.3.2 y
1.3.2), pero al hacer comparaciones estadisticas del clima, muestra un efecto limitado en
comparacion con la densidad poblacional, que tiene una asociacion lineal y positiva con las
infecciones y propagacion continua de virus con mutaciones genéticas, que pueden afectar
la patogenicidad y la virulencia de los virus (Jiang et al., 2020; Lam et al., 2020). Por lo
tanto, el comportamiento social humano tiene un papel fundamental en la diseminacion de
la enfermedad (véase seccion 1.3.5) y estd estrechamente relacionado con la aparicion de
virus con novedades evolutivas, ademas, permite la transmision sostenida de virus, y esto
da oportunidad a una competencia entre los diferentes tipos y subtipos de influenza para
establecerse como el virus predominate cada temporada de influenza (Jiang et al., 2020;
Lam et al., 2020).
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Otro impulsor evolutivo de influenza que tiene que ver con la disponibilidad de los virus en
el medio ambiente, son las aves, que se les considera el principal reservorio y modo de
transmision del virus muy eficiente, ya que puede alcanzar >20% de patos, gaviotas y aves
playeras infectadas durante las temporadas de migracion, intercontinentales e
intracontinentales, adicionalmente, otro estudio ha detectado 1.3% de aves asintomaticas,
mayormente acudticas, que permite una mayor distancia de transporte de virus durante las
migraciones. Similar a lo que ocurre en los seres humanos, el hacinamiento de las aves hace
posible el surgimiento de mutaciones y re-arreglos en el genoma de los virus aviares, que
son claves para alcanzar una transmision sostenida hacia mamiferos incluyendo el ser
humano, el surgimiento de estas novedades evolutivas son capaces de crear nuevas

constelaciones gendomicas (Morin et al., 2018; Wille & Holmes, 2020).

Las rutas migratorias de aves juegan un papel importante en la diseminacion y el
surgimiento de novedades evolutivas de influenza, pero no seria posible sin la geografia del
mundo, particularmente en el hemisferio norte del planeta, el estrecho de Bering brinda una
conexion entre Asia y América del norte, ademas de ser un sitio de hébitats de reproduccion
compartidos por especies migratorias y por lo tanto considerado como una zona de mezcla
de diferentes virus de influenza. Diferentes estudios apoyan la importancia del estrecho de
Bering al mostrar la introduccion de virus desde China, Corea del Sur y Japon a través de
aves migratorias, hacia diferentes especies de aves, incluyendo las de corral en Alaska y
California que conservan genomas casi idénticos (Morin et al., 2018). Ademads del estrecho
de Bering, Asia y norte América, en Europa se han observado virus aviares introduciéndose
en cerdos, reemplazando progresivamente a los virus que anteriormente circulaban entre
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ellos, o se han introducido genes aviares a los virus porcinos, junto con la comercializacion
de cerdos vivos entre Europa, Asia y norte América, se pudo haber facilitado la mezcla de
virus porcinos con los virus humanos que dieron origen en 2009, a el triple re-arreglo de
virus aviar, porcino y humano causante de la pandemia de influenza HIN1 (Smith et al.,

2009).

Otros aspectos de la actividad humana que tienen o tendran un impacto en la evolucion de
los virus de influenza son: la agricultura, que puede atraer a aves migratorias o reemplazar
los habitats de estas; las granjas avicolas o de otros animales, pueden generar la
propagacion de los virus en estas granjas o nuevamente la perdida de hébitats de las aves
migratorias y finalmente el cambio climdatico puede influir, por el probable derretimiento de
las zonas articas, afectando los habitats de reproduccion compartidos por las especies de
aves migratorias, aumentando o disminuyendo los cuerpos de agua dulce y modificar el pH,
asi como las concentraciones de amoniaco en el agua, en consecuencia, se pueden
modificar dramaticamente los sitios de reproduccion y favorecer o perjudicar la persistencia

de los virus en estas condiciones (Morin et al., 2018).

Los hallazgos anteriores muestran diferentes aspectos del medio ambiente, interviniendo en
la evolucion de los virus de influenza, promoviendo el surgimiento de novedades evolutivas
o generando la extincidén de ciertos tipos o subtipos de virus, sin embargo, hay algunas
medidas que puede utilizar el ser humano para eliminar eficientemente los virus. Las gotas
y aerosoles generados por los individuos enfermos durante las temporadas de influenza son
resistentes a la descomposicion dependiente de la humedad, con sus excepciones, pero se

pueden eliminar estas particulas de los espacios cerrados con el intercambio de aire y la
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filtracion, esto puede ser critico para reducir la transmision de estos virus en interiores
(Kormuth et al., 2019). Otras medidas de proteccion son las mascarillas o respiradores
usados en conjunto con desinfectantes y lavado de manos, mostrando ser eficaces en la
prevencion de infecciones de las vias respiratorias, por lo que el uso generalizado en las
poblaciones densamente pobladas contribuye notablemente en retrasar y minimizar la

cantidad de contagios (bin-Reza et al., 2012; Brienen et al., 2010; Leung et al., 2020).

1.7.5. Historia evolutiva de los virus de influenza

Los ancestros de los virus de influenza debieron haber surgido en los océanos como virus
de RNA, infectando seres marinos y luego salieron del agua junto con sus hospederos
cuando exploraron y se adaptaron a los habitats terrestres, se propone que esto sucedié hace
cientos de millones de afios. En particular la familia Orthomyxoviridae, donde se clasifican
a todos los virus de influenza, parecen ser relativamente comunes en peces, donde se
alberga una enorme diversidad filogenética, incluyendo virus similares a influenza B como
el hallado en un pez (Mastacembelus aculeatus) indicativo de los origenes antiguos de

estos virus (Ryabov, 2020; Wille & Holmes, 2020; Zhang et al., 2020).

Las filogenias que representan la co-divergencia de los Orthomyxoviridae y sus
hospederos, reflejan la compleja interaccion virus-huésped a lo largo del tiempo y los saltos
de los virus a otros hospederos. Tomando como referencia estas filogenias y considerando
que las aves son un gran reservorio de los virus de influenza, se plantea que las aves han
sido infectadas por milenios antes de que los seres humanos se infectaran con influenza,

esto se sustenta con la observacion de que HA y NA poseen secuencias altamente
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divergentes dificiles de alinear y por las tasas de sustitucion de aminoécidos en los
diferentes genes del genoma de influenza. Utilizando las tasas de sustitucion de
aminoacidos, se estima que los tiempos de divergencia para las HA de los tipos de
influenza A, B y la proteina homologa, hemaglutinina esterasa (HE) de influenza C, ocurrid
hace 8 000 afios; la divergencia de los genes de HA entre los virus de influenza A y B se
estima ocurrio hace unos 4 000 afios y la divergencia de la HA entre los subtipos de los
virus de influenza A se estima, que debid haber ocurrido hace 1 000 o 2 000 afios (Shi et

al., 2018; Suzuki & Nei, 2000; Wille & Holmes, 2020; Worobey et al., 2014).

Tomando en cuenta las tasas de sustituciones de nucledtidos por sitio por afio de ~107,
sugieren que la diversidad genética de los virus de influenza A tienen un origen muy
reciente, con respecto a los virus de influenza B que tienen un origen mas antiguo, junto
con la propuesta de la ocurrencia de un “barrido selectivo” de los genomas de influenza,
alrededor de los 1800, provocaria que todas las constelaciones de virus aviares y de
mamiferos que actualmente circulan, se generaran en esa época (Wille & Holmes, 2020;
Worobey et al., 2014). Pero si tomamos como referencia los datos historicos de las
epidemias y pandemias de influenza, se deberia considerar que los griegos describen brotes
de influenza desde el 412 a.C., lo que supone que los virus de influenza A deberian estar
circulando entre los seres humanos hace mas de 2 000 afios. Ambos enfoques, el que
considera las tasas de sustituciones en los genomas o aminodcidos, o el que considera los
datos historicos de las epidemias o pandemias; tienen sus limitaciones, uno por no haber
disponibilidad de muestras de influenza mas antiguas que las de 1918/19 y el otro por que

se restringe a buscar signos y sintomas de las infecciones en los registros médicos, que
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pudieran confundirse con sintomas de otras enfermedades (Saunders-Hastings & Krewski,

2016; Wille & Holmes, 2020).

Hasta que podamos resolver y descubrir con mayor precision la antigiiedad de los virus de
influenza, nosotros nos inclinamos por el momento, con la teoria de que los virus de
influenza A deben de haberse introducido a los seres humanos, hace mas de 2 000 afios,
porque las tasas de sustitucion en aminodcidos estiman la divergencia del gen de la HA
entre los subtipos de los virus de influenza A, hace 2 000 afios y los historiadores médicos
coinciden que el evento epidémico mas antiguo por influenza debidé de haber ocurrido en el
412 a.C., es decir, hace unos 2 433 afios. Para determinar cuando surgieron los virus de
influenza B, tomamos como referencia las tasas de sustitucion de aminoacidos que ubican
la divergencia de la HA, de los virus de influenza A e influenza B y la HE de influenza C,
hace unos 8 000 afos, ademas, al hacer filogenias con virus de peces (similares a influenza
B) nos indica que los virus de influenza B son virus con un origen mas antiguo que los
virus de influenza A, en conclusion, los virus de influenza B surgieron hace més de 8 000
aflos, sin embrago, no sabemos exactamente en qué momento se introdujeron a la poblacion
humana (Ryabov, 2020; Saunders-Hastings & Krewski, 2016; Suzuki & Nei, 2000; Wille

& Holmes, 2020).

Fundamental para la evolucion de los virus de influenza en todos los hospederos estudiados
hasta el momento, incluyendo el ser humano, es el re-arreglo de los segmentos de su
genoma. Ante la dificultad de poder determinar con exactitud el momento de la
introduccion de los virus de influenza A en los humanos, debemos considerar que en algin

momento antes de la pandemia de 1918, algunos segmentos de los genomas de virus de
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influenza debieron haberse originado por re-arreglo en aves y cerdos, o los virus surgieron
en los seres humanos y evolucionaron a una mayor virulencia, al adquirir genes aviares y/o
porcinos; con la informacion genética de los virus de influenza espafiola y los datos
epidemioldgicos de la época, tenemos suficiente informacién para establecer que la
circulacion sostenida de los virus de influenza entre humanos, comenzé en 1918 con el
virus de influenza A(HIN1) (Saunders-Hastings & Krewski, 2016; Wille & Holmes, 2020).
Posteriormente en 1957 se observaron re-arreglos entre los genes H2, N2 y PB1 entre virus
de humanos y aves, dando lugar a la pandemia por virus de influenza A H2N2 y desplaz6
las infecciones por HIN1. De forma similar en 1968, surgio el virus de influenza A H3N2 a
partir del subtipo H2N2 circulando en poblacion humana, y con HA y PB1 adquiridos de
reservorios aviares, causo por una parte la pandemia por H3N2 y por otra parte causo la co-
circulacion de los subtipos H3N2 y H2N2 en humanos, hasta que poco a poco fue
disminuyendo la prevalencia del subtipo H2N2 hasta 1971, cuando practicamente fue
desapareciendo de la poblacion. En 1977 resurgieron los virus de influenza A HINI y
desde ese momento co-circularon junto con el subtipo H3N2. Finalmente, en 2009 el triple
re-arreglo entre virus aviar, porcino y humanos causé la primer pandemia del siglo XXI

(Anhlan et al., 2011; Scholtissek et al., 1978; Smith et al., 2009; Wille & Holmes, 2020).

El re-arreglo de los segmentos del genoma entre los subtipos de influenza A, ocurren con
poca frecuencia en humanos y se asocia con eventos pandémicos. Sin embargo, hay
reportes de virus HIN2 detectados esporadicamente en humanos y la co-infeccién con
diferentes subtipos de influenza en un solo individuo, sin que hasta el momento se reporte

el surgimiento de un virus novedoso, tal vez, por una baja aptitud de estos virus surgidos
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por re-arreglo en poblacion humana (Tatiana Schiffer Gregianini, Ivana R. Santos Varella

& Leticia Garay Martins, n.d.; Wille & Holmes, 2020; Zhu et al., 2013).

Los re-arreglos también suceden en los virus de influenza B, antes de 2016 se registrd que
los genes NA y NP de virus del linaje Victoria se adquirieron a partir de virus Yamagata,
mientras que en el periodo 2016-2019 surgieron por re-arreglo y co-circularon, multiples
clados con deleciones de aminoacidos en el linaje Victoria sin asociarse con pandemias. La
deriva antigénica en la HA y NA registradas en las regiones de la cabeza antigénica, son
otro impulsor evolutivo, indicativo de la escapatoria del virus de la respuesta inmune del
hospedero, en ambos linajes de influenza B suceden y moldean las constelaciones genéticas
que actualmente existen, asocidndose con un aumento de 10-12 sitios de glicosilacion desde
su division en los linajes Victoria y Yamagata (Suptawiwat et al., 2017, 2018; Virk et al.,
2020; York et al., 2019). Una posible explicacién a la falta de pandemias por virus de
influenza B, puede ser la limitada cantidad de hospederos susceptibles a la infecciéon en
comparacion con los virus de influenza A y en consecuencia los virus de influenza B
circulando en poblacién humana, tienen menor variabilidad genética por fendmenos de re-
arreglos y por lo tanto las posibilidades fenotipicas estan reducidas. Otra consecuencia de la
falta de variabilidad fenotipica en los virus de influenza B, podria correlacionarse con una
mayor inmunodominancia de los anticuerpos presentes en las poblaciones humanas, y
puede explicar porque estos virus causan solamente enfermedad leve a moderada, reportada

en la mayoria de los casos (Altman et al., 2018; Bodewes et al., 2013; Long et al., 2019).

La deriva antigénica como impulsor evolutivo se encuentra también presente en el subtipo

de influenza A(HINT1), provocando sustitucion de aminoacidos desde 1918-1957, las tasas
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de sustitucion en este periodo fueron mas altas que las registradas durante su reintroduccion
en 1977 y 2009, esto nos indicaria que la tasa evolutiva en este subtipo se ha ralentizado
con el tiempo (Suptawiwat et al., 2018). En contraste, el subtipo de influenza H3N2 desde
su aparicion en 1968 tiene una tasa evolutiva mds alta en comparacion con los actuales
HIN1 y més similar a los HIN1 de 1918 (Petrova & Russell, 2018b; Wille & Holmes,
2020; York et al., 2019). Tal vez, el proceso definitorio de la evolucion de los virus de
influenza, al menos en humanos, es la deriva antigénica, que permite la fijacion de
mutaciones en la HA y NA, que a su vez, logran la sustituciéon de aminoécidos, la adicion
de sitios de glicosilacién y el cambio de las cargas eléctricas netas en la cabeza de la
proteina, estas novedades evolutivas estan relacionadas directamente con la seleccion
natural, dada por la evasion de la respuesta inmunologica (Allen & Ross, 2018; Wille &
Holmes, 2020; York et al., 2019). Las variantes antigénicas surgen a tasas evolutivas
diferentes entre los tipos y linajes de influenza A y B, para los virus de influenza A(H3N2)
se estima suceden alrededor de los 2 a 5 afios, para los virus de influenza A HIN1 van de
los 3 a 8 afios, para el linaje Victoria entre 3 a 5 afios y el linaje Yamagata de 6 a 7 afos,
esto explica porque un humano puede infectarse varias veces a lo largo de su vida (Petrova

& Russell, 2018b; Virk et al., 2020; Wille & Holmes, 2020).

Las diferencias en las tasas evolutivas generan ritmos evolutivos distintos para cada subtipo
y linaje de influenza, que suponen revisar cada uno a detalle, sin embargo, s6lo nos
centraremos en las novedades evolutivas del subtipo H3N2 desde 2009 hasta 2017, debido
a que el presente trabajo estd enfocado en la circulacion de estos virus en poblacion
mexicana a inicios de 2018 y su evolucion en Norteamérica hasta la fecha. La primer

diferencia evolutiva en H3N2 desde su surgimiento en 1968, se registrd en 2005 utilizando
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técnicas de hemaglutinacion, descubrieron que todos los virus de este subtipo se unen
preferentemente a acidos salicos 02,6, inclusive esta caracteristica permanece en los virus
actuales, en contraste, el resto de los subtipos y linajes de influenza se unen a acidos salicos
a2,3; la otra diferencia en el subtipo H3N2, esta dirigida a la posicion 159 dentro del sitio
antigénico B de la HA identificada como la causa de la transicion en las caracteristicas
antigénicas, mostro el predominio de Serina desde 1968 hasta 1987 cuando paso a Tirosina,
desde 1987 y hasta 2004 paso de Tirosina a Fenilanina, y en 2014/2015 volvi6é a cambiar
por Tirosina en el clado 3C.2a y Serina en el clado 3C.3a (Allen & Ross, 2018; Kissling et
al., 2018). El arbol filogenético (Figura 6) muestra su raiz en el clado 3C, tomando como
referencia el virus A/Perth/16/2009, que se utilizé para la formulaciéon de la vacuna desde
2009 hasta 2012, durante este mismo periodo permanecio estable la posicion 159 de HA en
los virus en circulacion, pero los cambios acumulados en otros sitios antigénicos
provocaron el cambio de la cepa vacunal en 2012-2013 por A/Victoria/361/2011 que seguia
filogenéticamente dentro del clado 3C. Durante 2011 y hasta 2014, el predominio del
subtipo H3N2 en la poblacion mundial impulso la derivacion de los clados 3C.1, 3C.2 y
3C.3, a partir del clado 3C y la derivacion del clado 3C.2a a partir del clado 3C.2; el
surgimiento de estos clados determino el cambio de recomendacion de la cepa de la vacuna
por A/Texas/50/2012 para la temporada 2014-2015, este virus se clasifica dentro del clado
3C.1 (Jorquera et al., 2019; Tewawong et al., 2015). En 2014-2015 coincidieron los
cambios en la posicion 159 de HA de Fenilananina por Tirosina en el clado 3C.2a y Serina
en el clado 3C.3a, junto con el surgimiento de los clados 3C.2b, 3C.3a, 3C.3b y el subclado
3C.2al (Jorquera et al., 2019; Kissling et al., 2018; Tewawong et al., 2015). Los analisis
antigénicos mostraron que los clados 3C.3 y 3C.3b eran antigénicamente similares a

A/Texas/50/2012, mientras que los clados 3C.3a y 3C.2a eran antigénicamente distintos,
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esto provoco que para la temporada 2015-2016 se modificara la recomendacion del
componente de la vacuna por A/Switerland/97/2013 perteneciente al clado 3C.3a (Jorquera
et al, 2019; Kissling et al, 2018). Con la vacunacion del componente
A/Switerland/97/2013 en 2015-2016, coincidi6é con que el clado 3C.2a se convirtio en el
grupo predominante, este desajuste en la divergencia antigénica caus6 que se modificara la
recomendacion de la vacuna para 2016-2017, proponiendo a un virus que pertenece al clado
3C.2a, el virus A/Hong Kong/4801/2014 (Jorquera et al., 2019). Durante 2016-2017 al
aplicar la vacuna con el virus A/Hong Kong/4801/2014 en la poblacion, se document6 el
surgimiento de los subclados 3C.2a2, 3C.2a3, 3C.2a4 y 3C.2alb, a pesar del surgimiento de
estos subclados la recomendacion de la vacuna se extendié hasta 2017-2018 (Jorquera et
al., 2019; Kissling et al., 2019; Melidou & Broberg, 2017; Suntronwong et al., 2017; Tsou
et al., 2017; Yang et al., 2018). Otro aspecto observado durante la aplicacion de la vacuna
con el componente A/Hong Kong/4801/2014, es la ganancia de una Lisina en la posicion
160 de HA, obtenida artificialmente en la cepa vacunal durante la adaptacion de los virus a
los embriones de pollo para la elaboracion de la vacuna, el cambio de este aminoacido
confiere una potencial pérdida de la glicosilacion, en consecuencia los anticuerpos
generados con esta vacuna coincidieron con una baja efectividad de la vacuna durante 2016
y hasta 2018 (Kissling et al., 2019; Skowronski et al., 2018). El actual trabajo se enfoca en
los virus de influenza A(H3N2) circulando en poblacion mexicana a inicios de 2018, antes
de mostrar los resultados obtenidos mencionaremos a continuacién los tratamientos y

vacunas disponibles contra influenza.
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Figura 6.- Tomado de (Jorquera et al., 2019). Virus de influenza A(H3N2) representativos de

las temporadas de influenza 2011-2017.

1.8.- Vacunas

Las vacunas son un producto biolégico confiable y seguro de inocular a las personas para
inducir una respuesta inmunitaria, que los proteja frente a las infecciones y/o enfermedades
causadas por una exposicion posterior a los patdogenos. Los componentes esenciales en la
mayoria de las vacunas actuales son uno o mas antigenos proteicos o polisacaridos
derivados de los patogenos o producidos sintéticamente para representar componentes de

los patogenos (Ignacio., 2002).
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1.8.1.- Historia de las vacunas

Los primeros procesos de vacunacion en humanos se remontan al siglo XII en China, sin
embargo, fue hasta 1796 cuando Edward Jenner inoculé virus de la viruela bovina al nifio
James Phipps y lo protegié de la viruela, a este procedimiento lo denomind vacunacion

(Ignacio., 2002).

En 1803 el rey Carlos IV de Espana solicito la vacunacion en masa de toda la poblacion de
los territorios de la corona espafiola de América y Asia, introduciendo en 1804 en Yucatan
la técnica de inoculacion de la viruela de brazo en brazo a cargo del Dr. Francisco Xavier
de Balmis. Posteriormente se realizan inmunizaciones contra la rabia, la polio y
tuberculosis de forma exitosa en México y el pais empieza a producir las vacunas que lo
convierte en el Centro Regional de Referencia para Vacunas, para 1990 ya es uno de los
siete paises del mundo autosuficientes en la elaboracion de vacunas del Programa

Ampliado de Inmunizaciones (Ignacio., 2002).

En 1998 Meéxico deja de ser autosuficiente en vacunas y en 1999 nace BIRMEX
(Biologicos y reactivos de México) para producir, importar, distribuir y comercializar
vacunas, sueros y reactivos para la poblaciéon mexicana. Actualmente sigue siendo la

institucion lider en México en acciones de vacunacion del pais (Ignacio., 2002).
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1.8.2.- Vacuna de influenza

El primer paso para hacer la vacuna de influenza se da en 1930 cuando se aisla el virus de
la influenza, esto les permiti6 a Smith, Andrewes, Laidlaw, Francis y Burnet perfeccionar
el aislamiento y cultivo de los virus para que en 1940 Thomas Francis y Jonas Salk junto
con el apoyo del ejército de los Estados Unidos de América desarrollaran la primera vacuna
inactivada de influenza (CDC., 2019b). En 1942 se comienzan a producir vacunas
bivalentes después del descubrimiento de influenza B. Después de la pandemia de 1957-
1958 se cambia la composicion de la vacuna y se recomienda la vacunacion de influenza
anual en respuesta a la morbilidad y mortalidad de la pandemia. En los siguientes afios con
el surgimiento de influenza A(H3N2) (1968) y reaparicion de influenza A(HIN1) (1978)
surge la vacuna trivalente (Macias-Hernandez., et al 2020; CDC., 2019b). Para la
temporada de influenza 2012-2013 a consideracion de la circulacion de dos linajes de
influenza B la OMS propone la formulacion tetravalente, pero fue hasta la temporada de
2018-2019 que la OMS recomienda el uso preferente de la vacuna tetravalente (Macias-

Hernandez., et al 2020).

Desde la primera vacuna de influenza en 1940 y hasta hoy, el proceso de fabricacion es
principalmente a base de huevos, tanto para las vacunas inactivadas como para las vacunas
atenuadas. El proceso de produccion de la vacuna comienza cuando los laboratorios de los
CDC o alguno de los socios del Sistema de Respuesta y Vigilancia Global de la influenza
de la OMS entregan los virus candidatos para las vacunas y los inyectan en huevos de
gallina fertilizados para que los virus repliquen por varios dias, se inactiven y/o purifiquen

segun los requisitos regulatorios de la FDA (CDC., 2021b). Los fabricantes de las vacunas
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se enfocan en fabricar las vacunas con 15 pg de hemaglutinina, recientes técnicas
enfocadas a cuantificar neuraminidasa muestran que la proporcion entre la
neuraminidasa’/hemaglutinina en algunas formulaciones de la vacuna son entre 1/5 y hasta
1/100, estas relaciones estan muy por debajo de la relacion tedrica de estas proteinas de
superficie en los virus (Xu et al., 2018). La subestimacion de la neuraminidasa en las
formulaciones de las vacunas podria ayudar a explicar la baja efectividad de las vacunas,
pero se carecen de estudios al respecto y abre la oportunidad para proponer lineas de

investigacion al respecto.

La via de administracion también puede ser crucial para obtener mejores resultados de las
vacunas, por ejemplo, se ha probado que la via parenteral produce IgG sérica, pero no hay
IgA, mientras que por via intranasal se inducen ambas inmunoglobulinas (Chen, 2018)
Otro aspecto a considerar para poder conocer el funcionamiento in vivo de los anticuerpos y
disefiar vacunas que actiien en regiones ampliamente conservadas de los virus es la
creacion de mapas antigénicos de epitopos ADCC, mayor conocimiento de la
inmudominancia de los CTLs y como contribuye a la afinidad de unién entre epitopos del
virus con células infectadas, considerando que el procesamiento de las proteinas virales que
se da en los proteasomas, resultando en péptidos que se presentaran por las moléculas MHC
de clase I, sin embargo, México carece de estudios amplios de los haplotipos de HLA en su
poblacién amerindia, mestiza y su relacion con el virus de influenza, esto con la finalidad
de establecer un mejor conocimiento de la respuesta inmune y generar estrategias
preventivas mas efectivas ante las pandemias y epidemias de influenza (Altman et al.,

2018b; Soto-nava et al., 2018; Stanekova & Vare, 2010).
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1.8.3.- Efectividad de la vacuna de influenza

La vacunacion es eficiente, rentable y la principal medida de prevencion de las epidemias.
Para asegurar su seguridad, inmunogenicidad, eficacia y efectividad, se realizan diferentes
estudios antes y durante su aplicacion en las poblaciones (Bansal et al., 2021; Wei et al.,

2020).

Nosotros s6lo nos centraremos en la EV, que mide la capacidad que tienen las vacunas para
evitar la enfermedad en los individuos inmunizados, entre los diferentes grupos de edad de
las diferentes regiones del mundo. Hay diferentes disefios de estudio, pero el maés
ampliamente utilizado es la comparacion de la frecuencia con la que las personas de los
grupos vacunados y no vacunados contraen influenza, estos estudios se les denomina

disefio de prueba negativa (Bansal et al., 2021; CDC., 2021b; Wei et al., 2020).

En el disefio de prueba negativa generalmente los individuos buscan atenciéon médica por
una ESI, los centros de salud y las unidades de urgencias recopilan toda la informacion
referente al estado de vacunacion, signos y sintomas, ademds se someten a estudios de
deteccion de influenza especificos y sensibles como la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR). La proporcion de personas vacunadas y no vacunadas se compara entre
pacientes con y sin influenza confirmada por el laboratorio (también llamados “casos™) y la
relacion con las personas vacunadas y no vacunadas con ESI y que no tienen influenza
(también llamados “controles’) usando nuevamente la confirmacion por el laboratorio. Este
disefio reduce los sesgos de seleccion debido a los comportamientos de busqueda de
atencion médica (Bansal et al., 2021; CDC., 2021b; Wei et al., 2020).
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2.- Objetivos

Objetivo general

Analizar la informacion genética de los virus de influenza y determinar la efectividad de la

vacuna en la poblacion mexicana a inicios del afio 2018 en la Ciudad de México.

Objetivos particulares

Comparar las caracteristicas de la poblacion analizada, como la edad, sexo y

comorbilidades, entre los casos y controles.

Analizar las asociaciones de casos y controles en relacion a la infeccion de influenza con un
modelo multivariado ajustado por factores de confusion como la vacunacion, la edad y

SE€XO0.

Realizar andlisis filogenéticos para determinar las identidades de los virus de influenza

aislados en poblacion mexicana con respecto a la cepa vacunal.

Examinar las sustituciones de aminodcidos dentro de los cinco sitios antigénicos y

determinar los fenotipos de los virus presentes en individuos mexicanos con respecto a la

cepa vacunal.
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3.- Antecedentes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Proyecto GLaMOR estiman que cada afio
la influenza causa mil millones de casos y una mortalidad de 389 000 individuos
globalmente, razoén por la cual esta enfermedad es uno de los grandes retos de salud publica

(Paget et al., 2019; WHO, 2019).

Vacunarse contra la influenza es una de las mejores estrategias de prevencion. Las vacunas
se han asociado con reducciones en las hospitalizaciones y casos graves de la enfermedad,
incluso cuando los virus que infectaron a los pacientes no coincidian con la composicion de
la vacuna contra la influenza. Sin embargo, la efectividad de la vacuna contra la influenza
(VE) contra el virus es generalmente baja (Centers for Disease Control and Prevention.,

2019; Dominguez et al., 2017; Mulpuru et al., 2019; Rose et al., 2020).

Se ha planteado la hipotesis de que las altas tasas de mutacion de este tipo de virus pueden
estar asociadas con una menor EV de influenza (Centers for Disease Control and

Prevention., 2019; Jorquera et al., 2020).

Durante la temporada de influenza 2017-2018 la EV en Norteamérica oscil6 entre el 17% y
el 62%, seglin el subtipo o linaje de influenza analizado. El subtipo A(H3N2) fue el virus
predominante, con una EV del 17% al 22% y un incremento inusual de hospitalizaciones y
fallecimientos. Esta temporada ha considerada como una de las mas severas de las ultimas

décadas (Potter et al., 2019; Rolfes et al., 2019; Skowronski et al., 2018).
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La variacion antigénica de los virus de influenza A(H3N2) no ha sido analizada en México.
En este trabajo nos enfocamos en la caracterizacion genética de los virus de influenza y
determinamos la EV en la poblacién mexicana a principios de 2018 en la Ciudad de

México.
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4.- Metodologia

4.1.- Participantes

Todos los pacientes ambulatorios con enfermedad similar a influenza (ESI) que se
presentaron de enero a abril de 2018 en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER), en la ciudad de México. Sélo se incluyeron
aquellos que dieron su consentimiento por escrito para participar en el estudio (ver
declaracion de ética). La ESI se defini6 con base en el criterio de fiebre > 38°C y tos, con
inicio de sintomas no mayor a 15 dias en el momento de la atencion (Castillejos et al.,
2019). Se recolectd mediante hisopado nasofaringeo una muestra respiratoria y se realizo

un historial clinico, demografico y epidemioldgico de cada participante.

4.2.- Diagnostico de influenza

El diagnostico de influenza se realizd segin lo descrito por Castillejos et al. (2019).
Brevemente, primero se realizé una prueba de diagnostico rapido de influenza (RIDT)
utilizando muestras respiratorias frescas obtenidas de los pacientes y luego, el resultado fue

corroborado por qRT-PCR, considerado estandar de oro (Castillejos et al., 2019).

4.3.- Secuenciacion de hemaglutinina

Debido a los informes sobre la prevalencia del virus de la influenza durante 2017-2018, nos
enfocamos en amplificar s6lo el gen de la hemaglutinina (HA) del virus influenza A(H3N2)

(1500 pb) usando Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad,CA)
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y el set de primer: HA-29F 5° AAGCAGGGGATAATTCTATTAACC 3° y HA-955R 5’
GGTTTGTCATTGGGAATGCT 3’ (926 bp); HA-298F 5° CTCAGTGTGATGGCTTTCAA 3’ y
HA-1194R CTGCTTGAGTGCTTTTGAGATCTG 3 (896 bp); HA-936F 5
AGCATTCCCAATGACAAACC 3’ y HA-1716R 5° GCATCTAATGTTGCCCTTTTGGCAGGC

3> (780 bp).

Las mezclas de reaccion y condiciones de termociclado fueron realizadas de acuerdo a las
instrucciones del kit Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen,
Carlsbad,CA). Los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1.5%, para su
posterior purificacion y concentracion a 9 uL con el kit de DNA Clean & Concentrator de
Zymo Research siguiendo las instrucciones del fabricante. El total de las muestras
purificadas se mezclaron con reaccion de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1
siguiendo las instrucciones del fabricante (Life Technologies, Carlsbad,CA), utilizando el
mismo conjunto de primers mostrado anteriormente. Las secuencias se obtuvieron con un
analizador genético ABI Prism 3730 (Life Technologies) y se ensamblaron utilizando
BioEdit V7.0.5.3 y MEGA 7.0. Las secuencias se pueden encontrar en GenBank (niimeros

de acceso MZ823415-MZ823444).

4.4.- Analisis filogenético

Se utilizdo como referencia la secuencia genética de 63 virus de influenza A(H3N2) de los
clados y subclados 3C, 3C.1, 3C.2, 3C.2a, 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2, 3C.2a3, 3C.2a4,
3C.2b, 3C.3 y 3C.3a obtenidos de GISAID fueron utilizados como referencia (Jorquera et

al., 2019; Kissling et al., 2018; Yang et al., 2018). Las HA de los virus de referencia junto
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con las secuenciadas en este estudio se alinearon utilizando Clustal W y MEGA 7.0. El
andlisis filogenético se realiz6 con Maximum Likehood basado en Hasegawa-Kishino-
Yano con 1,000 iteraciones de arranque para el soporte estadistico y para poder estimar la
distancia evolutiva entre las secuencias analizadas a partir de las diferencias observadas
entre las mismas secuencias. También se tradujeron las secuencias alineadas en residuos de
aminoacidos con BioEdit V7.05.3, tomando como referencia el virus A/Hong
Kong/4801/2014 para conocer los cambios no sinénimos dentro y fuera de los sitios
antigénicos, ademas se determinaron los posibles sitios de glicosilacion unidos a N

utilizando el servidor NetNGlyc 1.0 y se localizaron las firmas de lisina.

Para las figuras complementarias, utilizamos todas las secuencias disponibles en la
plataforma GISAID desde octubre de 2016 hasta marzo de 2022, colapsando las secuencias

idénticas y construyendo arboles filogenéticos con el programa FastTree (Version 2.1.7).

4.5.- Definicion de vacunados, casos y controles.

Un paciente ambulatorio se considerd vacunado, si fue inmunizado con la vacuna antigripal
trivalente en los >21 dias antes de la toma de la muestra respiratoria. El grupo de casos
consistid en pacientes ambulatorios vacunados y no vacunados con diagndstico clinico de
ESI y con resultado positivo de la prueba de qRT-PCR. El grupo de control estaba formado
por pacientes vacunados y no vacunados con diagnostico clinico de ESI, pero con un

resultado negativo en la prueba de qRT-PCR.
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4.6.- Analisis estadisticos.

Primero calculamos estadisticas descriptivas para caracterizar la poblacion de estudio.
Luego se calculd una prueba de Xi® para comparar las variables de edad, sexo, grupos de
edad, comorbilidades, vacunacion antigripal, contactos, viajes, signos y sintomas entre
casos y controles. Determinamos las comorbilidades, los signos y sintomas asociados a una
mayor probabilidad de infectarse por el virus de la influenza en casos y controles. Luego
determinamos los valores de la razén de probabilidades (OR) a través de pruebas de

regresion logistica incondicional bivariada con sus intervalos de confianza (IC) del 95%.

La EV se determiné utilizando un enfoque de prueba negativo para todos los participantes.
Estratificamos por grupo de edad, tipo, subtipo, clados y subclados de influenza usando la
ecuacion (1-OR) X 100, insertando los valores de OR calculados anteriormente (Castillejos
et al., 2019).

La asociacion entre el estado de caso o control y la infeccidon se analizd a través de un
modelo multivariante ajustado por posibles factores de confusion como la vacunacion, la
edad, el sexo y el nimero de sintomas y comorbilidades. También realizamos un modelo
multivariante para el subtipo A(H3N2) y otros tipos y subtipos de influenza (ajustado por
posibles factores de confusion como el tipo de vacuna, la edad, el sexo y la cantidad de
sintomas y comorbilidades). Todos los andlisis estadisticos se calcular con el paquete

estadistico SPSS 20 y se consideraron significativos a P < de 0.05.
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5.- Resultados

5.1.- Caracteristicas de pacientes ambulatorios

Los casos y controles tenian una mediana de edad de 22.9 afios y 23.6 afios respectivamente
(Tabla 1). Los signos y sintomas mas frecuentes fueron tos, rinorrea y malestar general,
siendo el asma, rinitis alérgica y diabetes las comorbilidades mas frecuentes. Comparamos
casos y controles corrigiendo por sexo, grupo de edad (< 17 afios y >18 afios),
comorbilidades, vacunacion contra influenza, contacto con enfermos con influenza y viajes.
No observamos diferencias estadisticamente significativas. Entre los signos y sintomas
encontramos diferencias significativas con tos (p=0.0001), rinorrea (p=0.04), malestar
general (p=0.0001), fiebre (p=0.01), cefalea (p=0.04), escalofrios (p=0.0001), mialgias
(p=0.0001), artralgias (p=0.0001), conjuntivitis (p=0.0001), dolor toracico (p=0.0001) y

cianosis (p=0.02).
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Tabla 1.- Caracteristicas demograficas y clinicas de casos y controles

Variable Casos n =90 | Controlesn=150| P
Edad, mediana 22.9 23.6 NA
Mujeres 45 83 0.8
Grupos de edad (afios)

<17 50 70

>18 40 80 0.18
Comorbilidades

Asma 7 13 0.95
Rinitis alérgica 6 9 0.83
Diabetes 5 7 0.76
Hipertension 3 7 0.61
Fumador 2 4 0.83
Inmunosupresion 0 3 0.33
EPOC 1 1 0.71
Vacunacion de influenza

Si 32 70 0.09
Mujeres 20 41

Contactos y viajes

Contacto con pacientes influenza 62 107 0.68
Viajes 13 18 0.58
Signos y sintomas

Tos 87 129 0.00
Rinorrea 84 127 0.04
Ataque general 82 117 0.00
Fiebre 81 115 0.01
Odinofagia 70 117 0.96
Dolor de cabeza 75 108 0.04
Escalofrios 74 93 0.00
Inicio subito de sintomas 64 97 0.30
Mialgias 77 79 0.00
Postracion 60 91 0.35
Artralgias 72 73 0.00
Conjuntivitis 53 62 0.00
Disnea 43 65 0.50
Disfonia 43 60 0.23
Dolor de pecho 47 49 0.00
Dolor abdominal 39 49 0.09
Diarrea 19 19 0.08
Cianosis 3 18 0.02
Perturbacion de la conciencia 4 5 0.66
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NA: No aplica; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva créonica; Viajes: considerados todos los
realizados en los ultimos 15 dias antes de presentar sintomas

5.2.- Efectividad de la vacuna contra la influenza

Los casos y controles se compararon por estado de vacunacioén (Tabla 2) y se usaron para
las estimaciones de EV. Si bien los andlisis de EV arrojaron valores de P no significativos,
la EV tendi6 a ser menor en el grupo > 18 afios (14.7%). Aunque la EV fue generalmente
baja para toda la poblacion de estudio (36.9%), se observo una EV mas alta en el grupo <

17 afios (48.9 %).

Table 2.- EV en pacientes ambulatorios a principios de 2018.

Casos y controles por estado vacunal | EV estimada

Grupo Casos Controles | EV (%) | IC del 95% | Valor P
Todos (totales)
Vacunado 32 70 3695 [(036-1.07)| 0.09
No vacunado 58 80
< 17 aiios (total)
Vacunado 8 19 48.87 |(0.20—-1.28) | 0.15
No vacunado 42 51
> 18 aiios (total)
Vacunado 24 51 1471 |(0.39—-1.86) | 0.68
No vacunado 16 29

EV: efectividad de la vacuna; IC del 95%: intervalo de confianza del 95%.

Dividimos los casos positivos a influenza por tipos y subtipos, y encontramos que los virus

predominantes fueron el subtipo A(H3N2), seguido de influenza B y subtipo A(HIN1). Los

virus menos frecuentes fueron los que estaban en coinfeccion (subtipo A(H3N2) con
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influenza B) y solo un paciente ambulatorio con virus influenza A no subtipificable (Tabla

1 Suplementaria).

La EV en este estudio fue mayor para el subtipo A(HIN1) para todas las edades y por
grupo de edad en comparacion con las coinfecciones de influenza A no subtipificable,
influenza B, subtipo A(H3N2) y A/B. Por el contrario, las coinfecciones A/B y el subtipo
A(H3N2) dieron como resultado la EV mas baja. La EV en este estudio fue mayor para el
subtipo A(HINI1) para todas las edades y por grupo de edad en comparacion con las
coinfecciones de influenza A no subtipificable, influenza B, subtipo A(H3N2) y A/B. Por el
contrario, las coinfecciones A/B y el subtipo A (H3N2) dieron como resultado la EV mas

baja (Tabla suplementaria 2).

Luego dividimos los casos positivos de influenza A(H3N2) por clados y subclados, y
encontramos una mayor circulacion del clado 3C.2a2re, seguido de los clados 3C.2a2 y
3C.2a3. El clado 3C.2al y el subclado 3C.2alb circularon menos, y el clado 3C.3a tuvo la
circulacion mas baja absoluta (Tabla suplementaria 3). Se utilizaron numeros absolutos
de casos y controles entre vacunados y no vacunados, divididos por tipos, subtipos, clados
y subclados de influenza, para estimar la EV, lo que resulté no significativo en todos los
analisis (Tablas suplementarias 2 y 4). Sin embargo, nuestras estimaciones de EV
tendieron a ser mas altas para el subtipo A(HIN1) en todas las edades y dentro de los
grupos de edad (<17 afos y >18 afios) en comparacion con la influenza A no subtipificable,

la influenza B, el subtipo A(H3N2) y co-infecciones A/B.
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El analisis multivariado mostrd que el Unico factor asociado a la influenza fue el nimero de
sintomas (p=0.0001), pero el ajuste por comorbilidades no fue significativo (tabla 3). Para
el andlisis multivariado de influenza A(H3N2) frente a todos los tipos y subtipos de
influenza ajustados por sexo, es el unico que alcanza significacion estadistica (p=0.03),
mientras que ni la edad vacunal, nimero de sintomas, ni comorbilidades alcanzaron la

significancia estadistica (tabla 4).

Tabla 3.- Variables asociadas con influenza
Variable Razon de momios ajustada | 1C 95 % P
Vacunados 0.73 (0.39-1.35) | 0.09
Edad 1.00 (0.98-1.01) | 0.80
Sexo 1.49 (0.83-2.66) | 0.42
Numero de sintomas 0.79 (0.71-0.87) | 0.00
Numero de comorbilidades 1.31 (0.78-2.19) | 0.57

IC del 95%: intervalo de confianza del 95%.

Tabla 4.- Influenza A(H3N2) asociada con todos los tipos y subtipos de influenza
Variable Razon de momios ajustada IC 95 % P

Vacunados 0.62 (0.19-1.98) | 0.08

Edad 1.01 (0.98-1.04) | 0.08

Sexo 2.33 (0.87-6.24) | 0.03

Numero de sintomas 0.93 (0.78-1.10) | 0.65

Numero de comorbilidades 0.79 (0.36-1.74) | 0.60

IC del 95%: intervalo de confianza del 95%.

Todos los individuos del estudio vacunados contra influenza se presentaron en el hospital
entre 36 y 91 dias después de la inmunizacion, con sintomas de ESI. Los pacientes con una
prueba RIDT positiva fueron tratados con oseltamivir; ninguno de los participantes del

estudio requiri6 hospitalizacion.
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5.3.- Analisis genético del gen HA

De los 90 casos, 61 dieron positivo a influenza A(H3N2). Casi la mitad de estos (30) tenian
suficiente acido nucleico para la amplificacion, y por lo tanto, se amplifico su gen HA. La
identidad de secuencia de nucledtidos de las muestras del estudio se dedujo a partir de la
cepa de la vacuna A/Hong Kong/4801/2014. El arbol filogenético (figura 7) muestra dos
secuencias de pacientes vacunados localizados dentro del clado 3C.3a con identidades del
97.45% al 97.65%, tres secuencias de pacientes vacunados se encuentran en el subclado
3C.2al con 98.10% al 98.29% de identidad, otras dos secuencias de pacientes vacunados y
una de paciente no vacunado se localizan en el subclado 3C.2alb con 98.25% al 98.29% de
identidad, nueve secuencias de pacientes vacunados y nueve secuencias de pacientes no
vacunados se ubicaron en el clado 3C.2a2 con 98.20% al 98.79% de identidad, una
secuencia de paciente vacunado y tres de secuencias de individuos no vacunados se
localizan en el clado 3C.2a3 con 98.54% al 98.73% de identidad, no se localizé ninguna
secuencia de la cohorte mexicana en los clados 3C, 3C.1, 3C.2, 3C.3, o los subclados
3C.2a, 3C.2a4, 3C.2b y 3C.3a. Los resultados obtenidos en este trabajo fueron comparados
con lo reportado por los E.U.A. y Canadé, para lo cual, se alinearon 4011 secuencias de
México, Canadd y EE UU de la temporada de influenza 2017-2018. El arbol filogenético
generado con estas secuencias muestra una circulacion mayoritaria de virus de influenza
A(H3N2) clado 3C.2a2 (coincidiendo con lo observado en la figura 7), seguido del clado

3C.2al y el clado 3C.3a como el grupo minoritario.
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Figura 7. Arbol de maxima probabilidad basado en Hasegawa-Kishino-Yano para la hemaglutinina
de los virus de influenza A(H3N2) mexicanos y virus de referencia. Virus clado 3C utilizado para
las vacunas de las temporadas 2010-2011, 2011-2012 y 2012-2013 (circulos rojos), virus clado 3C.1
utilizado para la vacuna de las temporadas 2013-2014 y 2014-2015 (circulo marrén), virus clado
3C.3a utilizado para la vacuna de la temporada 2015-2016 (circulo rosa), el virus del clado 3C.2a
utilizado para las vacunas de las temporadas 2016-2017 y 2017-2018 (circulo amarillo), el virus del
clado 3C.2al utilizado para la vacuna de la temporada 2018-2019 (circulo verde), el virus del clado
3C.3a virus utilizado para la vacuna de la temporada 2019-2020 (circulo morado), virus del clado
3C.3a utilizado para la vacuna de la temporada 2020-2021 (circulo azul oscuro) y virus del subclado

3C.2alb utilizado para la vacuna de la temporada 2021-2022 (circulo azul claro). Destacamos las
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ramas de los virus del clado 3C.3a (rosa) y las ramas de los virus del clado 3c.2a (amarillo), de los
cuales los clados 3C.2a3 (azul marino), 3C.2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja) y 3C. 2al (verde) se
derivan; finalmente, el subclado 3C.2al (purpura) se deriva del clado 3C.2al. Las muestras de
pacientes ambulatorios mexicanos vacunados (tridngulos verdes) y de pacientes no vacunados
(tridngulos rosas) estan resaltadas y corresponden a estas secuencias en GenBank con numeros de

acceso MZ823415-MZ7823444.

5.4.- Variaciones en los residuos de aminoacidos de HA

Los cambios no sindénimos encontrados en las 30 muestras de pacientes ambulatorios
vacunados y no vacunados se dedujeron de la cepa A/Hong Kong/4801/2014 (Tabla
suplementaria 5). En el clado 3C.3a se encontraron cuatro cambios en los sitios
antigénicos A y tres en B, mientras que la posicion 144 agrega una firma de lisina que
también coincide con un sitio de glicosilacion. En el clado 3C.2al se encontraron tres
cambios en los sitios antigénicos A, otros dos cambios en el sitio antigénico B, y tres firmas
de lisina en las posiciones 121, 135 y 171. En el subclado 3C.2alb, no hay cambios dentro
del sitio antigénico A, solo en la posicion adyacente 121 tenemos un cambio, se
encontraron tres modificaciones en el sitio antigénico B, las posiciones 121 y 171 agregan
dos firmas de lisina. En la mayoria del clado 3C.2a2re de los estudios, comparte dos
cambios en el sitio antigénico A, dos en B y uno en E. También observamos un cambio en
la posicion S199P en cuatro muestras de mujeres. En el clado 3C.2a2, tenemos dos cambios
en el sitio antigénico A, dos en B y uno en E. Las posiciones 131 y 142 agregan dos firmas
de lisina, asi como el sitio 131 con pérdida potencial de glicosilaciéon. También observamos
el cambio S198P solo en dos muestras. En el clado 3C.2a3, encontramos el cambio N121K
adyacente al sitio antigénico A, y dentro de este, hay dos cambios en las posiciones 121,
135, 144 y 150, agregan cuatro firmas de lisina y dos sitios con pérdida potencial de

glicosilacion en las posiciones 135y 144.
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6.- Discusion

La eficacia de la vacuna administrada a principios de 2018 en la Ciudad de México
disminuy6 por efecto de la variacion antigénica de los virus A(H3N2) co-circulantes. Este
estudio retrospectivo demuestra una menor eficiencia de la vacuna contra la influenza
asociada con la circulacion de los virus con importantes diferencias antigénicas, no cubierta
por la vacuna contemporanea en la Ciudad de México, durante la temporada de influenza

2017-2018.

Se seleccion6 un disefio de estudio de casos y controles como el método Optimo para
estimar la EV para influenza en esta poblacion. Los grupos de casos y controles fueron
similares entre si en las variables demograficas y clinicas, con la unica excepcion del
numero de signos y sintomas. Encontramos la mayor proporcion de signos y sintomas en el
grupo de casos, lo que sugiere que la influenza causa una mayor cantidad de signos y
sintomas en comparacion con un grupo de control. El analisis multivariado confirmé que
los signos y sintomas descritos estaban asociados a la infeccion gripal, aportando
informacion util para el diagndstico clinico. Sin embargo, como los signos y sintomas
también estan relacionados con el COVID-19, se necesitan mas y mejores herramientas

diagnosticas para diferenciar entre influenza y COVID-19 (Castillejos et al., 2019).

Al analizar las comorbilidades no se observd correlacion entre las comorbilidades y la
influenza o el subtipo A(H3N2). Sin embargo, esto muy bien podria deberse al pequeno
numero de personas con comorbilidades en nuestro estudio. Las demds caracteristicas

demograficas analizadas no mostraron asociaciones con la influenza. En particular,
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esperabamos que las variables de vacunacion tuvieran una asociacion negativa significativa
con la influenza o que actuaran como un factor protector contra la infeccion. Sin embargo,
en todos los analisis realizados con las variables de vacunas, no encontramos asociaciones

positivas o negativas significativas con la influenza.

Otros autores observaron una disminucion de la EV en el rango de 10% y 15% entre las
temporadas de influenza 2016-2017 a 2017-2018, respectivamente, en EE. UU. y
Europa. En las mismas temporadas de influenza en Canadd, los autores reportaron una
disminucién de la EV del 22% analizando unicamente el subtipo A(H3N2) (Flannery et al.,
2017; Kissling et al., 2019b; Rolfes et al., 2019; Skowronski et al., 2020). Durante esas
mismas temporadas de influenza, nuestros datos muestran un aumento del 3.75 % en la EV
general, pero si observamos solo la EV para el subtipo A(H3N2), vemos una disminucion
del 23,91 % en la VE (Castillejos et al., 2019). Estos datos coinciden con los ajustes
propuestos por la OMS y los cambios observados en el componente A(H3N2) de la vacuna
para la siguiente temporada de influenza, reforzando la importancia del monitoreo afio a

ano de los virus de influenza.

Los estudios que analizan la distancia antigénica entre los virus de la influenza brindan una
forma de estudiar algunos de los mecanismos de proteccion de las vacunas y su relacion
con la evolucion del virus. Todos los clados y subclados (3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2re,
3C.2a2 y 3C.2a3) de este estudio mostraron su distancia filogenética con respecto al clado
3C.2a del que derivaron. Este clado también fue el componente de la cepa vacunal aplicada
a nuestra poblacion de estudio. Estas distancias filogenéticas también fueron observadas

por Jorquera y colabs, adicionalmente ellos analizaron las distancias antigénicas con sueros
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de hurones inmunizados y corroboraron el escape inmunologico de los diversos clados y
subclados circulando en la poblacion. Por ejemplo, los virus del clado 3C.3a de este estudio
mostraron una mayor distancia antigénica de los virus derivados del clado 3C.2a; y también
mostraron una distancia antigénica del virus de la cepa vacunal. Cuanto mayor sea la
distancia antigénica entre clados y/o subclados de influenza A(H3N2), mayor serd la

probabilidad de infeccion (Jorquera et al., 2019).

Las temporadas 2016-2017 y 2017-2018 en Norteamérica se caracterizaron por una
circulacion predominante de los clados 3C.2al y 3C.2a2re, respectivamente, coincidiendo
también con el componente A/Hong Kong/4801/2014 en la composicion de la vacuna (Ver
las Figuras complementarias 1a y 1b). La siguiente temporada de influenza 2018-2019 se
caracterizd por la introducciéon del virus A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 en los
componentes de la vacuna y la circulacion predominante del clado 3C.3a, seguido del
subclado 3C.2alb (Ver la Figura complementaria 1c). Finalmente, en la temporada de
influenza 2019-2020, el virus A/Kansas/14/2017 se introdujo en los componentes de la
vacuna y se observo la circulacion predominante del subclado 3C.2alb (Ver la Figura
complementaria 1d). Los andlisis filogenéticos para las temporadas 2018-2019 y 2019-
2020 (Ver las Figuras complementarias 1c y 1d) muestran una presion de seleccion sobre
los virus de la influenza en América del Norte que coincide con los ajustes en los
componentes de la vacuna contra la influenza. Los andlisis antigénicos confirman el
distanciamiento entre el clado 3C.3a y el subclado 3C.2alb (Gouma et al, 2020; Jorquera et
al., 2019), en consecuencia, limita la proteccion de las personas inmunizadas con estas

vacunas, frente a la co-circulacion de ambos virus.
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Se implementaron medidas de salud ptblica sin precedentes al comienzo de la pandemia de
COVID-19; estas medidas llevaron a una disminucién dramatica en la detecciéon de
influenza. Incluso se piensa que los virus de los linajes B/Yamagata se extinguieron a
mediados de 2020 (Dhanasekaran et al., 2022;Gouma et al., 2020). Lo mismo parece haber
ocurrido con los subclados derivados del clado 3C.2a (excepto 3C.2alb) informados antes
de la pandemia de COVID-19. Sin embargo, no estd claro si estos clados y subclados
aparentemente extintos del linaje A(H3N2) e influenza B reapareceran y predominaran en
futuras temporadas de influenza, con graves consecuencias. Por estas razones, es dificil
hacer recomendaciones sobre los componentes de la vacuna contra la influenza A(H3N2)
en el futuro. Idealmente, estas vacunas deberian tener antigenos tanto 3C.3a como 3C.2alb,
pero esto implica pasar de vacunas trivalentes y tetravalentes a vacunas pentavalentes, lo

que podria no ser factible de inmediato ( Dhanasekaran et al., 2022; Gouma et al., 2020).

Proponemos establecer la fabricacion y aplicacion de vacunas pentavalentes basadas en
embriones de pollo y/o el uso de vacunas de RNA para aumentar la EV en el
futuro. También proponemos continuar fomentando la vacunacién, dado el aumento en la
aceptacion e intencion de vacunaciéon contra la influenza después del COVID-
19. Consideramos importante seguir promoviendo el lavado de manos, el uso de mascarillas
y las medidas de distanciamiento social cada vez que se identifiquen brotes locales, porque
estas medidas han demostrado ser efectivas en la prevencion de la influenza y

complementarias a la vacunacion ( Bloom et al., 2021; Ferndndez-Rojas et al., 2021; Kong

etal., 2022).
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7.- Conclusiones

Las caracteristicas de los pacientes ambulatorios analizados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, por lo tanto, no tuvimos sesgos por los criterios de inclusion

utilizados.

Los analisis multivariados tinicamente asociaron influenza con el nimero de sintomas, lo
que resulta insuficiente como predictor de la influenza, ademdas existen otros virus

respiratorios que coinciden con los sintomas observados.

Las tendencias de la efectividad de la vacuna fueron bajas para toda la poblacion de estudio
(36.9%), pero resulto més alta en el grupo < 17 afios (48.9%) y menor en el grupo > 18
afios (14.7%), esto resulta util para proponer cambios a los componentes de la vacuna y

conocer las preferencias de vacunacion entre los grupos de edad analizados.

Nuestro disefio experimental permitid atender oportunamente (tratamiento con oseltamivir)
a individuos vacunados, y esto coincidié con nulas formas graves de la enfermedad en la

poblacién de estudio.

Las variantes genéticas de los virus de influenza A(H3N2) presentes en poblacion mexicana
a inicios de 2018, muestran identidades entre el 97.45% al 98.79% con respecto a la cepa
vacunal, los andlisis filogenéticos clasifican a estos virus dentro de los clados 3C.3a,

3C.2a3, 3C.2a2, 3C.2a2re, 3C.2al y el subclado 3C.2alb.
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Las sustituciones de aminodcidos en los virus A(H3N2) aislados de pacientes mexicanos
utilizando a la cepa vacunal como referencia, nos permitid observar 5 fenotipos distintos
que coinciden con cambios antigénicos que permiten la evasion a la respuesta inmunoldgica

de pacientes vacunados.

La eficacia de la vacuna aplicada a inicios de 2018 en la Ciudad de México disminuy6 por

efecto de la variacion antigénica de los virus A(H3N2) co-circulantes en la poblacion.
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9.- Material suplementario

Figura complementaria 1a Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2016-2017. El arbol filogenético esta compuesto por 3125 secuencias de EE.
UU., 1761 secuencias de Canada, 32 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas las
secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomend¢é el virus
A/Hong Kong/4801/2014 para la composicion de la vacuna. La temporada 2016-2017 en
Norteamérica se caracterizo por la circulacion predominante de virus del clado 3C.2al (verde), y
menos de la mitad de la circulacion total correspondié a virus del clado 3C.2a2 (azul claro), clado
3C.3a (rosa), 3C.2a4 (amarillo) y 3C.2a3 (azul marino). Los circulos corresponden a los virus de
referencia de los diferentes clados y subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro),
3C.2a2re (naranja), 3C.2a3 (azul marino), 3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Figura complementaria 1b Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2017-2018. El arbol filogenético se compone por 3885 secuencias de EE.
UU., 2204 secuencias de Canada, 42 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas las
secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomendé el virus
A/Hong Kong/4801/2014 para la composicion de la vacuna. La temporada 2017-2018 en América
del Norte se caracterizd por una circulacion casi nula de virus del clado 3C.2a2; sin embargo,
predominaron los virus derivados de este clado, es decir, virus del clado 3C.2a2re (naranja),
mientras que menos de la mitad de la circulacion total correspondi6 a virus del clado 3C.3a (rosa),
3C.2a3 (azul marino ) y el subclado 3C.2alb derivado del clado 3C.2al (verde) que permanecio
persistente en esta temporada. Los circulos corresponden a los virus de referencia de los diferentes
clados y subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja), 3C.2a3 (azul
marino), 3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Figura complementaria 1¢ Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2018-2019. El arbol filogenético estd compuesto por 1092 secuencias de EE.
UU., 873 secuencias de Canada, 40 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas las
secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomendé el virus
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 para la composicion de la vacuna. La temporada 2018-2019
en América del Norte se caracterizd por que la mitad de los virus circulantes pertenecian al clado
3C.3a (rosa), casi la otra mitad correspondia al subclado 3C.2alb (parpura), mientras que los clados
3C.2a2re (naranja), 3C .2a2 (azul claro), 3C.2al (verde) y 3C.2a3 (azul marino) continuaron
persistiendo, pero en una proporcion muy pequefia. Los circulos corresponden a los virus de
referencia de los diferentes clados y subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro),
3C.2a2re (naranja), 3C.2a3 (azul marino), 3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Figura complementaria 1d Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2019-2020. El arbol filogenético estuvo compuesto por 624 secuencias de EE.
UU., 430 secuencias de Canada, 43 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas las
secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomendé el virus
A/Kansas/14/2017 para la composicion de la vacuna. La temporada 2019-2020 en América del
Norte se caracterizd por el hecho de que continuaron circulando casi todos los virus circulantes
pertenecientes al subclade 3C.2alb (ptrpura) y al clado 3C.3a (rosa), y los clados 3C.2a4 (amarillo)
y 3C. 2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja) y 3C.2al (verde) practicamente desaparecieron, con la
presencia de estos ultimos cuatro clados principalmente debido a los virus de referencia utilizados
para construir el arbol filogenético. Los circulos corresponden a los virus de referencia de los
diferentes clados y subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja),
3C.2a3 (azul marino), 3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Figura complementaria 1e Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2020-2021. El arbol filogenético estuvo compuesto por 6 secuencias de USA,
0 secuencias de Canada, 0 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas las
secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomendoé el virus
A/Hong Kong/267/2019 para la composicion de la vacuna. La temporada 2020-2021 en América
del Norte se caracterizo por la baja circulacion de virus de influenza para la pandemia de COVID-
19, solo circularon cinco secuencias para el subclade 3C.2alb (tridngulo azul) y el clado 3C.3
(triangulo azul). Los circulos corresponden a los virus de referencia de los diferentes clados y
subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja), 3C.2a3 (azul marino),
3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Figura complementaria 1f Virus de la influenza A(H3N2) que circularon en América del Norte
durante la temporada 2021-2022. El arbol filogenético estuvo compuesto por 1981 secuencias de
EE. UU., 36 secuencias de Canada, 0 secuencias de México y 63 secuencias de referencia. Todas
las secuencias fueron descargadas de la plataforma GISAID. Esta temporada, se recomendd el virus
A/Cambodia/e0826360/2020 para la composicion de la vacuna. La temporada 2021-2022 en
América del Norte se caracterizo por el hecho de que casi todos los virus circulantes pertenecen al
subclade 3C.2alb (purpura). Los circulos corresponden a los virus de referencia de los diferentes
clados y subclados: 3C (rojo), 3C.2al (verde), 3C.2a2 (azul claro), 3C.2a2re (naranja), 3C.2a3 (azul
marino), 3C .2a4 (amarillo), 3C.3a (rosa) y 3C.2alb (morado).
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Tabla suplementaria 1.- Numeros absolutos de casos y controles por tipo o subtipo de influenza

A(HIN1) A(H3N2) Influenza B A/B coinfection | A no subtypeable
Grupo n | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles
Todos (total) | 240
Vacunados 1 70 26 70 6 70 1 70 0 70
No vacunados 80 37 80 14 80 1 80 1 80
<17 aiios (total) | 120
Vacunados 0 19 5 19 3 19 0 19 0 19
No vacunados 5 51 25 51 13 51 1 51 0 51
> 18 aiios (total) | 120
Vacunados 1 51 21 51 3 51 1 51 51
No vacunados 2 29 12 29 1 29 0 29 1 29

A/B co-infeccion: Casos de influenza A(H3N2) en co-infeccion con influenza B
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Tabla suplementaria 2.- Estimados de la EV por tipo o subtipo de influenza

A(HIN1) A(H3N2) Influenza B A/B coinfection A no subtypeable
Grupo n EV IC 95% P EV IC 95% P VE IC 95% P EV IC 95% P EV IC 95% P
(%) (%) (%) (%) (%)
Todos 240 | 83.67 (0.01-  0.09 | 19.69 (0.44- 047 | 51.02 (0.17- 0.16 | -14.29 (0.07- 0.92 | 61.94 (0.01-  0.55
1.35) 1.45) 1.34) 18.61) 9.49)
<17 afios | 120 | 75.99 (0.01-  0.34 | 46.32 (0.17-  0.26 | 38.06 (0.15- 0.49 | 11.97 (0.03- 0.93 - - -
(total) 4.54) 1.60) 2.41) 22.54)
>18 afios | 120 | 71.57 (0.02- 031 | 049 (0.42-  0.99 | -70.59 (0.16- 0.65 | -71.84 (0.06- 0.74 | 80.91 (0.00- 031
(total) 3.27) 2.31) 17.16) 43.55) 4.839

EV: efectividad de la vacuna; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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Tabla suplementaria 3.- Numeros absolutos de casos y controles por clados o subclados de influenza A(H3N2)

3C.2al 3C.2alb 3C.2a2 3C.2a2re 3C.2a3 3C3a
Grupos n | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles | Casos Controles
Todos 240
(total)
Vacunados 2 70 1 70 4 70 3 70 1 70 1 70
No 1 80 2 80 1 80 10 80 3 80 1 80
vacunados
<17 afios | 120
(total)
Vacunados 0 19 0 19 2 19 3 19 0 19 0 19
No 1 51 1 51 1 51 7 51 3 51 1 51
vacunados
> 18 afos | 120
(total)
Vacunados 2 51 1 51 2 51 0 51 1 51 1 51
No 0 29 1 29 0 29 3 29 0 29 0 29
vacunados

A/B co-infeccion: Casos de influenza A(H3N2) en co-infeccion con influenza B
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Tabla suplementaria 4.- Estimados de EV para clados o subclados de influenza A(H3N2)

3C.2al 3C.2alb 3C.2a2 3C.2a2re 3C.2a3 3C3a
Grupo | n EV IC P EV IC P VE IC P EV IC P EV IC P EV IC P
(%) 95% (%)  95% (%) 95% (%) 95% (%) 95% (%) 95%
Todos | 240 - (0.20- 0.50 | 42.86 80.05- 0.65 - (0.49- 0.17 | 65.71 (0.09- 0.11 | 61.9 (0.03- 0.40 | -14.29 (0.07- 0.92
128.57 25.75) 6.43) 357.14 41.86) 1.29) 3.74) 18.61)
<17 120 | 11.97 (0.03- 0.93 | 11.97 (0.03- 0.93 - (0.45- 0.18 - 80.26- 0.85| 62.27 (0.01- 0.52 | 11.97 (0.03- 0.93
afos 22.54) 22.54) 436.84 62.68) 15.04 4.91) 7.64) 22.54)
(total)
>18 120 - (0.13- 0.50 | 43.14 (0.03- 0.69 - (0.13- 0.50 | 91.82  (0.00- 0.10 - (0.06- 0.74 - (0.06- 0.74
afios 186.41 61.69) 9.43) 186.41 61.69) 1.63) 170.84 43.55) 170.84 43.55)
(total)

EV: efectividad de la vacuna; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

101




Tabla suplementaria S.-

Andlisis de la sustitucion de aminoacidos en el virus A(H3N2) aislados de pacientes

mexicanos comparados con el virus A/Hong Kong/4801/2014

Subunidad de HA

HA1

Sitio de N-
glicosilacion

Sitio antigenico

Aminoacido

10

53

96

121

122

124

128

131

135

138

150

171

199(212

259

A/Hong
Kong/4801/2014

T

3C.3a (n=2)

MZ823423

>

MZ823424

3C.2al1 (n=3)

MZ823420

MZ823428

MZ823444

3C.2alb (n=3)

MZ823422

2

2

MZ823431

2

3C.2a2re (n=13)

MZ823415

MZ823419

MZ823433

MZ823439

MZ823440

MZ823441

ZlZ2|Z2|1Z2|12|2|12|2|2|2|12|2]|2

ANARIARIARIARNAR|IARNAR|AR|AR|AR|AR|AR

ANARIARIARIARNAR|IARNAR|AR|AR|AR|AR|AR

3C.2a2 (n=5)

MZ823416

MZ823421

MZ823443

Zl|Z2|12|12|2

AN AR|IAR|AR|AR

AN AR|IAR|AR|AR

3C.2a3 (n=4)

MZ823442

212|212

AIR|IA|R

AIR|IAR|R

* sitio de N-glicosilacion; Vacunados (verde); No vacunado (rosa); Cambios en aminoacidos fuera de los sitios

LT sl === ] ] =

antigénicos (gris); Sitios antigénicos A (amarillo), B (verde), C (azul), D (rojo) y E (morado).
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ABSTRACT

Objectives: We evaluated the VE and the mutations of the viruses present in the Mexican population at
the beginning of 2018.
Methods: We diagnosed influenza in outpatients with a high-performance Rapid Influenza Diagnostic
Test (RIDT) qRT-PCR. Descriptive statistics were used to describe the study population, while the chi-
square test was used to determine clinical variables. VE was analyzed through a negative test design. We
sequenced the hemagglutinin (HA) gene, performed a phylogenetic analysis, and analyzed the nonsyn-
onymous substitutions both in and outside antigenic sites.
Results: Of the 240 patients analyzed, 42.5% received the trivalent vaccine, and 37.5% were positive for
influenza. The VE for the general population for any influenza virus type or subtype was 37.0%, while
the VE for the predominant influenza A(H3N2) subtype was the lowest (19.7%). The phylogenetic analysis
of HA showed the co-circulation of clades and subclades 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2, 3C.2a2re, 3C.2a3, and
3C.3a with identities approximately 97-98% similar to the vaccine composition.
Conclusion: Low VE was related to the co-circulation of multiple clades and subclades of influenza
A(H3N2), with sufficient genetic and phenotypic distance to allow for the infection of vaccinated indi-
viduals.
© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious
Diseases.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

Introduction

Vaccinating against influenza is one of the best prevention
strategies; vaccinations have been associated with reductions in

With one billion cases and 389,000 fatalities annually, influenza
is one of the world’s greatest public health challenges (Paget et al.,
2019; World Health Organization, 2019).
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hospitalizations and severe cases of the disease, even when the
viruses that infected patients did not match the composition of
the influenza vaccine. However, the influenza vaccine effectiveness
(VE) against the virus is generally low. (Centers for Disease Control
and Prevention, 2019; Dominguez et al., 2017; Mulpuru et al., 2019;
Rose et al., 2020).

It has been hypothesized that the high rates of mutation of
this type of virus may be associated with lower influenza VE
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(Centers for Disease Control and Prevention, 2019; Jorquera et al.,
2019).

During the 2017-2018 influenza season, the VE in North Amer-
ica ranged from 17-62%, depending on the influenza subtype or lin-
eage analyzed. Subtype A(H3N2) was the predominant virus, with
a VE of 17-22% and an unusual increase in hospitalizations and
deaths. This season has been considered one of the most severe in
recent decades (Potter et al., 2019; Rolfes et al., 2019; Skowronski
et al., 2018).

The antigenic variation of influenza A(H3N2) viruses has not
been analyzed in Mexico. In this work, we focus on the genetic
characterization of influenza viruses and determine the VE in the
Mexican population at the beginning of 2018 in Mexico City.

Materials and methods
Participants

All outpatients with influenza-like illness (ILI) presenting from
January to April 2018 at the Ismael Cosio Villegas National Institute
of Respiratory Diseases (Instituto Nacional de Enfermedades Respira-
torias) in Mexico City were invited to participate. Only those who
gave their written consent to participate in the study were in-
cluded (see ethics statement). ILI was defined based on the cri-
terion of fever > 38°C and cough, with onset within the past 15
days (Castillejos et al., 2019). A respiratory sample was collected by
nasopharyngeal swab, and each participant’s clinical, demographic,
and epidemiological history was collected.

Diagnosis

Influenza diagnosis was carried out by first performing a rapid
influenza diagnostic test (RIDT) using fresh respiratory samples ob-
tained from the patient and then corroborating the result by quan-
titative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) (considered
the gold standard), following Castillejos et al. (2019).

Hemagglutinin sequencing

Due to reports of influenza virus prevalence during 2017-2018,
we focused on amplifying only the hemagglutinin (HA) gene of the
influenza A(H3N2) virus (1500 bp) using Platinum Taq DNA Poly-
merase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA). The following set of
primers was used: HA-29F (5-AAGCAGGGGATAATTCTATTAACC-3’)

with HA955R (5/-GGTTTGTCATTGGGAATGCT-3'), HA-298F (5'-
CTCAGTGTGATGGCTTTCAA-3') and HA-1194R (5'-
CTGCTTGAGTGCTTTTGAGATCTG-3'), and HA-936F (5'-
AGCATTCCCAATGACAAACC-3') with HA-1716R (5'-

GCATCTAATGTTGCCCTTTTGGCAGGC-3").

The reaction mixture and thermocycling conditions were pre-
pared according to the Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity
kit instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA). The products were then
analyzed on 1.5% agarose gel and subsequently purified and con-
centrated to 9 pl following the DNA Clean & Concentrator kit pro-
cedure (Zymo Research. Irvine, CA). Purified samples were mixed
with the BigDye® Terminator v3.1 sequencing reaction following
the manufacturer’s instructions (Thermofisher, Waltham, MA) us-
ing the same set of primers listed above. Sequences were obtained
on an ABI Prism 3730 genetic analyzer (Thermofisher) and assem-
bled using BioEdit V7.0.5.3 and MEGA 7.0. The sequences can be
found in GenBank (accession numbers MZ823415-MZ823444).

Phylogenetic analysis

The genetic sequences of 63 influenza A(H3N2) virus strains of
clades and subclades 3C, 3C.1, 3C.2, 3C.2a, 3C.2a1, 3C.2alb, 3C.2a2,
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3C.2a3, 3C.2a4, 3C.2b, 3C.3 and 3C.3a obtained from GISAID were
used as references (Jorquera et al., 2019; Kissling et al., 2019a; Yang
et al., 2018). The HA of the reference viruses and those sequenced
in this study were aligned using Clustal W and MEGA 7.0. The
phylogenetic analysis tree was inferred with a Maximum Likeli-
hood method, based on the Hasegawa-Kishino-Yano model to es-
timate the evolutionary distance between the sequences analyzed
and 1000 starting iterations for statistical support.

The aligned sequences were translated into amino acids with
BioEdit V7.05.3, taking the virus A/Hong Kong/4801/2014 as a ref-
erence to determine the nonsynonymous changes inside and out-
side the antigenic sites. In addition, possible N-glycosylation sites
were determined using the NetNGlyc 1.0 server, and the lysine sig-
natures were located.

Definition of vaccinated status and cases and controls

An outpatient was considered vaccinated if immunized with the
trivalent influenza vaccine > 21 days before the respiratory sample
collection. The case group consisted of vaccinated and nonvacci-
nated outpatients with both a clinical ILI diagnosis and a positive
qRT-PCR test result. The control group consisted of vaccinated and
nonvaccinated outpatients with a clinical ILI diagnosis and a nega-
tive qRT-PCR test result.

Statistical analysis

Descriptive statistics were first calculated to characterize the
study population. A chi-square test was then calculated to compare
the variables of age, sex, age groups, comorbidities, influenza vac-
cination, contacts, travel, and signs and symptoms between cases
and controls. We determined the comorbidities, signs, and symp-
toms associated with a higher probability of influenza virus in-
fection in cases and controls. We then determined the odds ratio
(OR) values through bivariate unconditional logistic regression tests
with a 95% CI.

The VE was determined using a negative test approach for all
participants. We stratified by age group, influenza type, subtype,
clades, and subclades using the equation (1-OR) x 100, inserting
the aforementioned calculated OR values (Castillejos et al., 2019).

The association between case or control status and infection
was analyzed through a multivariate model adjusted for potential
confounding factors such as vaccination, age, sex, and the number
of symptoms and comorbidities. We also performed a multivariate
model for subtype A(H3N2) and other types and subtypes of in-
fluenza (adjusted for potential confounders such as vaccine type,
age, gender, and the number of symptoms and comorbidities). All
statistical analyses were calculated with version 20 of the SPSS sta-
tistical package and considered significant at P < 0.05.

Results
Outpatient characteristics

Cases and controls were a median of 22.9 years and 23.6 years
old, respectively (Table 1). The most frequent signs and symptoms
were cough, rhinorrhea, and general malaise, with asthma, aller-
gic rhinitis, and diabetes being the most frequent comorbidities.
We compared cases and controls correcting by sex, age group (<17
years and >18 years), comorbidities, influenza vaccination, contact
with influenza patients, and travel. We did not observe statistically
significant differences. Among the signs and symptoms, we found
significant differences in cough (P <0.0001), rhinorrhea (P = 0.04),
malaise (P <0.0001), fever (P = 0.01), headaches (P = 0.04), shivers
(P <0.0001), myalgia (P <0.0001), arthralgia (P <0.0001), conjunc-
tivitis (P <0.0001), chest pain (P <0.0001) and cyanosis (P = 0.02).
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Table 1
Case-Control demographic and clinical characteristics.
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Table 2
VE in outpatients in early 2018.

Cases Controls Cases and controls by vaccination status Estimated influenza VE
Variable n =90 n = 150 P-value
Group Cases  Controls  VE (%) 95% CI P-value
Age, mean 22.9 23.6 NA " |
Female 45 83 038 All (total)
Vaccinated 32 70 36.95 (0.36-1.07) 0.09
Age groups (years) Unvaccinated 58 80
<17 50 70 0.18 <17 years (total)
>18 40 80 Vaccinated 8 19 48.87 (0.20-1.28) 0.15
— Unvaccinated 42 51
Comorbidities
Asth 7 13 095 >18 years (total)
sthma - Vaccinated 24 51 1471 (0.39-1.86)  0.68
Al'le1g1c rhinitis 6 9 0.83 Unvaccinated 16 29
Diabetes 5 7 0.76
Hypertension 3 7 0.61 VE, vaccine effectiveness.
Smoking 2 4 0.83
Immunosuppression 0 3 0.33
Chronic obstructive pulmonary disease 1 1 0.71 Table 3
Variables associated with influenza.
Influenza vaccination
uenza vaccinatt Variable Adjusted odds ratio  95% CI P-value
::fnale 33 Z? g'gg Vaccine 0.73 (0.39-135)  0.09
: Age 1.00 (0.98-1.01)  0.80
Contacts and travels Sex 1.49 (0.83-2.66) 0.42
- - - Number of symptoms 0.79 (0.71-0.87)  <0.0001
Contact with an influenza patient 62 107 0.68 Number of comorbidities  1.31 (0.78-2.19)  0.57
Recent travel 13 18 0.58
Signs and symptoms
Table 4
Cough 87 129 0.00 Influenza A(H3N2) associated with all types or subtypes of influenza.
Rhinorrhea 84 127 0.04
General malaise 82 117 0.00 Variable Adjusted odds ratio  95% CI P-value
Fever 81 115 0.01 .
. Vaccine 0.62 (0.19-1.98) 0.08
Odynophagia 70 117 0.96
Age 1.01 (0.98-1.04)  0.08
Headache 75 108 0.04
. Sex 233 (0.87-6.24) 0.03
Shivers 74 93 0.00
Sudden symptom onset 64 97 030 Number of symptoms 0.93 (0.78-1.10)  0.65
Myalgia 77 79 0.00 Number of comorbidities ~ 0.79 (0.36-1.74)  0.60
Prostration 60 91 0.35
Arthralgia 72 73 0.00
Conjunctivitis 53 62 0.00 . . .
Dyspnea 43 65 0.50 co-infections A/B and subtype A(H3N2) resulted in the lowest VE
Dysphonia 43 60 0.23 (Supplementary Table 2).
Chest pain 47 49 0.00 We then divided the influenza A(H3N2)-positive cases by clades
g'?dohmmal pain ?g ‘;g g'gg and subclades, finding higher circulation of clade 3C.2a2re, fol-
iarrhea .
Cyanosis 3 13 0.02 lowed by clades 3C.2a2 and 3C.2a3. Clade 3C.2al and the subclade
Disturbance of consciousness 4 5 0.66 3C.2a1b circulated less, and clade 3C.3a had the absolute lowest

Travels, considered those carried out in the last 15 days before presenting symp-
toms.

Influenza vaccine effectiveness

Cases and controls were compared by vaccination status
(Table 2) and used to estimate VE. While analyses of VE yielded
non-significant P-values, VE tended to be lower in the age group
> 18 years group (14.7%). Although VE was generally low for the
entire study population (36.95%), a higher VE was observed within
the < 17-year-old group (48.87%).

We divided the influenza-positive cases by types and subtypes,
and we found that the predominant viruses were from subtype
A(H3N2), followed by influenza B and subtype A(HIN1). The least
frequent viruses were those in co-infection (subtype A(H3N2) with
influenza B), and there was only one ambulatory patient with a
non-subtypeable influenza A virus (Supplementary Table 1).

The VE in this study was higher for subtype A(HIN1) for all
ages and by age group compared to non-subtypeable influenza
A, influenza B, subtype A(H3N2), and A/B co-infections. In con-
trast, co-infections A/B and subtype A(H3N2) resulted in the low-
est VE. The VE in this study was higher for subtype A(H1N1) for
all ages and by age group compared to non-subtypeable influenza
A, influenza B, subtype A(H3N2), and A/B co-infections. In contrast,
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circulation (Supplementary Table 3). Absolute numbers of cases
and controls among the vaccinated and nonvaccinated, divided
by influenza types, subtypes, clades, and subclades, were used to
estimate the VE, yielding non-significant in all analyses (Supple-
mentary Tables 2 and 4). However, our VE estimations tended to
be higher for the subtype A(H1N1) across all ages and within
age groups (<17 years and >18 years) compared to the unsubty-
peable influenza A, influenza B, the subtype A(H3N2), and A/B co-
infections. Therefore, the VE tended to be lower for the subtype
A(H3N2) and for A/B co-infections across all ages and within age
groups compared to other influenza types and subtypes (except
within the > 18-year group for influenza B compared to A(H3N2),
in which the opposite occurred (Supplementary Table 2).

While the multivariate analysis showed that the only factor as-
sociated with influenza was the number of symptoms (P<0.0001),
the adjustment for comorbidities was not significant (Table 3). The
multivariate analysis for influenza A(H3N2) against all types and
subtypes of influenza, adjusted for sex, is the only analysis that
reaches statistical significance (P= 0.03), while neither the vac-
cine age, number of symptoms, nor comorbidities reached statis-
tical significance (Table 4).

In vaccinated individuals who developed symptoms, these pre-
sented typically 36 to 91 days after immunization. Patients with a
positive RIDT test were treated with oseltamivir; none of the study
participants required hospitalization.
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Figure 1. Maximum probability tree based on Hasegawa-Kishino-Yano for the hemagglutinin of Mexican Influenza A(H3N2) viruses and reference viruses.

Viruses include the clade 3C virus used for the vaccines of the 2010-2011, 2011-2012, and 2012-2013 seasons (red circles), clade 3C.1 virus used for the vaccine of the
2013-2014 and 2014-2015 seasons (brown circle), clade 3C.3a virus used for the vaccine of the 2015-2016 season (pink circle), clade 3C.2a virus used for the vaccines of the
2016-2017 and 2017-2018 seasons (yellow circle), clade 3C.2a1 virus used for the vaccine of the 2018-2019 season (green circle), clade 3C.3a virus used for the vaccine of
the 2019-2020 season (purple circle), clade 3C.3a virus used for the vaccine of the 2020-2021 season (dark blue circle) and subclade 3C.2a1b virus used for the 2021-2022
season vaccine (light blue circle). We highlight the branches of the viruses of clade 3C.3a (pink) and the branches of viruses of clade 3c.2a (yellow), from which clades 3C.2a3
(navy blue), 3C.2a2 (light blue), 3C.2a2re (orange) and 3C.2al (green) are derived; finally, subclade 3C.2al (purple) is derived from clade 3C.2al. Samples from vaccinated

Mexican outpatients (green triangles) and nonvaccinated patients (pink triangles) are highlighted and correspond to the sequences in GenBank with accession numbers
MZ823415-MZ823444.

HA gene analysis tity. One sequence of a vaccinated patient and three sequences of

unvaccinated individuals are located in clade 3C.2a3 with 98.54-
Of the 90 cases, 61 tested positive for influenza A(H3N2). Al- 98.73% identity. No sequence from the Mexican virus was located
most half of these (30) had sufficient nucleic acid for amplification in clades 3C, 3C.1, 3C.2, 3C.2a, 3C.2b, 3C.3, or 3C.2a4.
and therefore had their HA gene amplified. The sequence iden-
tity of the study samples was deduced from the vaccine strain
A/Hong Kong/4801/2014. The phylogenetic tree (Figure 1) shows
two sequences of vaccinated patients located within clade 3C.3a,
with identities ranging from 97.45-97.65% in similarity. The tree
also shows three sequences of vaccinated patients in clade 3C.2al
with 98.10-98.29% identity. Two other sequences of vaccinated pa-
tients and one of the unvaocci.natec.l patients are located in subclad'e 3C3a, while position 144 adds a lysine signature that also coin-
3C2a1b Wlt.h 98'25'98'294 ‘ldentlty. Seven sequences of unvacci- cides with a glycosylation site. In clade 3C.2al, three changes were
na.ted. and six vaccinated patients areo located within clade 3C.2a2re found in antigenic sites A, two other changes in the B antigenic
with identities between 98.20-98.79%. site, and three lysine signatures in positions 121, 135, and 171.
No changes were found within the A antigenic site in the sub-
clade 3C.2alb, only one change was found at the adjacent posi-

Variations in amino acid residues of HA gene

The nonsynonymous changes found in the 30 samples of vac-
cinated and unvaccinated outpatients were deduced from the
A/Hong Kong/4801/2014 strain (Supplementary Table 5). Four
changes were found in antigenic sites A and three in B for clade

Clade 3C.2a2 had two sequences of unvaccinated patients and
three sequences of vaccinated patients with 98.37-98.77% iden-
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tion 121, and three modifications were found at the B antigenic site
with the addition of two lysine features at positions 121 and 171.
Most of this study’s 3C.2a2re clade shared two changes in anti-
genic site A, two in B, and one in E. We also observed a change
in position S199P in four samples from women. In clade 3C.2a2,
we observed two changes in antigenic site A, two in B, and one
in E. Positions 131 and 142 added two lysine signatures, as well
as site 131 with a potential loss of glycosylation. We also observed
the S198P change only in two samples. In clade 3C.2a3, we found
the N121K change adjacent to the A antigenic site. Within this site,
two changes in positions 121, 135, 144, and 150 add four lysine
signatures and two sites with a potential loss of glycosylation at
positions 135 and 144.

Discussion

The efficacy of the vaccine administered at the start of 2018 in
Mexico City decreased because of the effect of the co-circulating
antigenic variation of the A(H3N2) viruses. This retrospective study
demonstrates a lower influenza vaccine efficiency associated with
the circulation of the viruses with important antigenic differences,
not covered by the contemporary vaccine in Mexico City, during
the 2017-2018 influenza season.

A case-control study design was selected as the optimal method
of estimating the VE for influenza in this population. The case
and control groups were similar to each other in demographic
and clinical variables, with the only exception being the num-
ber of signs and symptoms. We found the highest proportion of
signs and symptoms in the case group, suggesting that influenza
causes a greater number of signs and symptoms compared to a
control group. The multivariate analysis confirmed that the signs
and symptoms described were associated with influenza infec-
tion, providing useful information for clinical diagnosis. However,
as signs and symptoms are also related to COVID-19, other meth-
ods (such as high-sensitivity RIDT) should therefore be used to rule
out COVID-19 or other respiratory viral infections to provide timely
care during influenza outbreaks (Castillejos et al., 2019).

Upon analyzing comorbidities, no correlation was seen between
comorbidities and influenza or the A(H3N2) subtype. However, this
could very well be because of the small number of individuals
with comorbidities in our study. The other demographic charac-
teristics analyzed did not show associations with influenza. In par-
ticular, we expected the vaccination variables to have a significant
negative association with influenza or to act as a protective factor
against infection. However, in all the analyses carried out with the
vaccine variables, we did not find any significant positive or nega-
tive associations with influenza.

Other authors observed a decrease in VE in the range of 10%
and 15% between the 2016-2017 to 2017-2018 influenza seasons,
respectively, in the US and Europe. In the same influenza seasons
in Canada, authors reported a decrease in VE of 22% only analyzing
the subtype A(H3N2) (Flannery et al., 2017; Kissling et al., 2019b;
Rolfes et al., 2019; Skowronski et al., 2020). During those same in-
fluenza seasons, our data show a 3.75% increase in overall VE, but
if we look only at VE for the A(H3N2) subtype, we see a 23.91% de-
crease in VE (Castillejos et al., 2019). These data coincide with the
adjustments proposed by the WHO and the changes observed in
the A(H3N2) component of the vaccine for the following influenza
season, reinforcing the importance of the year-by-year monitoring
of influenza viruses.

Studies that analyze the antigenic distance among influenza
viruses provide a way to study some of the protective mechanisms
of vaccines and their relationship with virus evolution. All clades
and subclades (3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2re, 3C.2a2, and 3C.2a3) of
this study showed their phylogenetics distance with regard to the
clade 3C.2a from which they derived. This clade was also the com-
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ponent of the vaccine strain applied to our study population. Anti-
genic distances were studied in relation to their phylogenetic dis-
tances by Jorquera et al. (2019), using sera with antibodies coming
from previous immunizations and raising these sera against ref-
erence viruses for each clade and subclade previously mentioned.
Taking this study as reference, the viruses from clade 3C.3a of this
study showed a larger antigenic distance from the viruses derived
from clade 3C.2a; therefore, they also showed a larger antigenic
distance from the vaccine strain virus. The greater the antigenic
distance between clades and/or subclades of influenza A(H3NZ2),
the greater the probability of infection (Jorquera et al, 2019).

Unprecedented public health measures were implemented at
the start of the COVID-19 pandemic; these measures led to a dra-
matic decrease in the detection of influenza. It is even thought that
viruses of the B/Yamagata lineages went extinct halfway through
2020 (Dhanasekaran et al, 2022; Gouma et al., 2020). The same
seems to have happened with the subclades derived from the clade
3C.2a (except for 3C.2a1b) reported before the COVID-19 pandemic.
However, it is not clear whether these apparently extinct clades
and subclades of A(H3N2) and influenza B lineage will reappear
and predominate in future influenza seasons, with severe conse-
quences. For these reasons, it is difficult to make recommendations
about the components of the influenza A(H3N2) vaccine in the fu-
ture. Ideally, these vaccines should have both 3C.3a and 3C.2alb
antigens, but this implies going from trivalent and quadrivalent
to pentavalent vaccines, which could not be immediately feasible
(Dhanasekaran et al., 2022; Gouma et al., 2020).

We propose switching to the fabrication of chicken embryo-
based pentavalent vaccines, and/or the use of RNA vaccines to in-
crease VE in the future. We also propose to continue encouraging
vaccination, given the increase in influenza vaccination acceptance
and intent after COVID-19. We also consider it important to con-
tinue promoting hand washing, mask use, and social distancing
measures whenever local outbreaks are identified because these
measures have been demonstrated to be effective in influenza pre-
vention and complementary to vaccination (Bloom et al, 2021;
Fernandez-Rojas et al., 2021; Kong et al., 2022).
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