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_Resumo

A tecnologia de sequenciacgao de nova geracéo (NGS) permite uma anélise
genética do virus da gripe muito mais profunda, quando comparada com
a sequenciagdo pelo método de Sanger, pois permite a analise do genoma
viral completo (e ndo apenas do gene da hemaglutinina). O presente estudo
teve como objectivo realizar a analise filogenética e mutacional do virus
da gripe A(H3) de forma a pesquisar possiveis marcadores genéticos e pa-
droes de recombinagao que estejam relacionados com a efectividade vaci-
nal. Foram obtidas sequéncias do genoma completo para 179 virus A(H3),
detectados em casos de sindroma gripal no ambito do projecto EuroEVA/I-

MOVE+ durante duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Dos virus
sequenciados, 28 pertenciam a virus de casos vacinados (15,6%). Destes,
apenas 16 apresentaram mutagdes ndo encontradas em casos nao vacina-
dos, no entanto, todas elas emergiram de forma esporédica. Foi revelada
a existéncia de recombinagdo gendmica intrasubtipica, e identificados 4
perfis distintos de recombinacéo. O grupo em que todos 0s segmentos ge-
némicos sdo semelhantes a A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 foi o que
registou uma maior percentagem de falhas da vacina (20,3%).

_Abstract

Next-generation sequencing technology allow a much deeper genetic
analysis of influenza virus comparing to Sanger sequencing, since allows
a whole genome analysis instead of a HA-based one. The present study
aimed to perform phylogenetic and mutational analysis of influenza A(H3)
viruses in order to search for putative genetic markers, as well as re-
assortment patterns related with vaccine effectiveness. Were obtained
whole genome sequences for 179 influenza A(H3) viruses, detected in ILI
cases in the scope of EuroEVA/I-MOVE+ project during 2 winter seasons:
2016/2017 and 2017/2018. From sequenced viruses, 28 were from vacci-
nated cases (15.6%). From these, 16 presented mutations, not found in
viruses from non-vaccinated cases, however, these mutations have emer-
ged sporadically. Were identified four different patterns of intrasubtype
reassortment. The group with an A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016-like
profile included a higher percentage of vaccine failures (20.3%).

_Introdugéo

As técnicas de sequenciagao de nova geracao (NGS, na sigla
em inglés) s@o usadas ainda de uma forma incipiente na vigi-
lancia epidemioldgica da gripe. Quebrando barreiras de ordem
técnica e econdémica inerentes a sequenciacdo pelo método
de Sanger, a NGS facilita a sequenciacdo do genoma viral
completo. Além da caracterizagao genética, esta abordagem
permite também a deteccao de eventos de recombinacéo ge-
noémica, de marcadores de resisténcia, de viruléncia, variantes
minoritarias, variabilidade intra-hospedeiro, entre outros.

Varios fatores (relacionados, por exemplo, com o virus influen-
za e/ou com 0 hospedeiro, ou com a toma da vacina antigripal
e a sua constituicdo) podem contribuir para baixas/moderadas
estimativas da efectividade da vacina antigripal em épocas
onde o virus A(H3) é predominante (). No que respeita as
caracteristicas do virus da gripe, uma das questdes que nor-
malmente se coloca é se existe(m) e qual(quais) a(s) causa(s)
genética(s) e/ou antigénica(s) que justifique(m) a falha da
vacina antigripal.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo a anélise do genoma completo
do virus da gripe de forma a pesquisar a associacao entre carac-
teristicas genéticas do virus (mutagdes pontuais, padrdes de re-
combinacgao) e as falhas da vacina antigripal, ou seja, individuos
vacinados e que foram infetados pelo virus da gripe A(H3).
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_Material e métodos

Exsudados da nasofaringe foram colhidos em casos de sin-
droma gripal aguando de consulta em cuidados de saude
priméarios no ambito do projecto EuroEVA/I-MOVE+, durante
duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Além dos
dados clinicos e epidemioldgicos, foi recolhida a informacao
sobre a toma da vacina. Apos extracgao de RNA e amplifica-
¢do do genoma viral por PCR (2), foi sequenciado por NGS o
genoma completo de 179 virus da gripe do subtipo A(H3): 163
da época 2016/2017 e 16 de 2017/2018. A sequenciagao por
NGS foi realizada na plataforma MiSeq (lllumina) e a analise
bioinformatica das leituras obtidas na plataforma online INSa-
-FLU @) (https:/insaflu.insa.pt/) com uma cobertura média de
1075x. As sequéncias consensus foram adicionalmente anali-
sadas com o programa MEGA 7 (4). Para testar a associacao
entre os perfis de recombinacao e a falha vacinal foi usado o
teste exato de Fisher (o nivel de significancia foi estabelecido
em 5%).

_Resultados
Caracterizacdo genética do virus da gripe pré-NGS

Antes de o Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus
da Gripe e Outros Virus Respiratérios do Departamento de
Doencgas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ri-
cardo Jorge ter implementado a NGS na vigilancia laboratorial
da gripe, a caracterizacé@o dos virus da gripe era realizada es-
sencialmente através da sequenciagao da subunidade HA1 do

2018 : ;:f‘" P | =
nimero £ = i an . : = N
especial 10 & -Doencas Infeciosas

= { -—- W ¥

gene da hemaglutinina (este procedimento ainda hoje ¢ utiliza-
do quando é necessaria uma caracterizagao genética urgente
de poucas amostras virais).

Os virus da gripe A(H3) estudados agruparam-se em 5 dife-
rentes subgrupos genéticos, segundo classificacdo baseada
no gene da hemaglutinina (®) (tabela 1 e figura 1).

A maioria (44,1%) pertenceu ao subgrupo genético 3C.2al,
que circulou em 2016/2017 e que é representado pela estir-
pe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (6),
e apresentou as substituigdes N171K, situada em local anti-
génico (la), 1406V e G484E. A maior parte dos virus 3C.2at
apresentou também a substituicdo R142G (la). No subgrupo
3C.2a1 registaram-se 15,2% de casos de falha da vacina an-
tigripal.

Dentro do subgrupo 3C.2al insere-se o subgrupo 3C.2al1b
(representado por A/England/74560298/2017) que inclui
23,5% (42/179) dos virus A(H3) analisados. Além das substi-
tuicOes atras mencionadas para os virus 3C.2al, estes virus
incorporaram as substituigdes K92R, N121K e H311Q (todas
em locais antigenicos). As falhas da vacina constituiram 19%
(8/42) dos virus neste subgrupo (tabela 1).

Um subgrupo que também atingiu uma grande expresséo
foi 0 3C.2a3, ao qual pertenciam 25,7% (46/179) dos virus
A(H3). Os virus deste subgrupo detetado em 2016/2017 e re-
presentado pela estirpe A/Norway/4849/2016, apresentaram
as substituicdes N121K (la) e S144K (la). Neste subgrupo os

Subgrupos genéticos do virus A(H3) em 179 doentes com

sindroma gripal, 2016/2017 e 2017/2018.

Tabela 1:
Sgue%%rtLiJCpooss 2016/2017 ~ 2017/2018
3C.2a 3 _
3C.2af 79 _
3C.2alb 34 8
3C.2a2 1 8
3C.2a3 46 _
Total A(H3) 163 16

D) éTgt)aclas % Vacinados %
3 1,7 1 33,3
79 441 12 15,2
42 23,5 8 19,0
9 5,0 0 0,0
46 25,7 7 15,2

179 100,0 28 15,6
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Figura 1:

Filogenia dos virus da gripe A(H3) em estudo casos vacinados totalizaram 15,2% (12/79). Foram ainda ca-

(n=179), baseada no gene da hemaglutinina.
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racterizados 3 virus (1,7%; 3/179) como pertencentes ao sub-
grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018
A/Hong Kong/4801/2014 (7). Estes virus apresentavam as

Arvore filogenética obtida pelo

método Neighbour-Joining se- .

substituigoes T131K (la) e R142K (la). Uma vez que um dos

gundo o modelo K-2 parameter

virus era proveniente de um caso vacinado, a proporgao de
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1000 réplicas de bootstrap. Para . L e tvasar
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de distancias evolutivas com

falhas da vacina neste subgrupo foi de 33,3% (1/3).

uma visualizagdo mais cémoda, =

foram comprimidos os subgru-
pos 3C.2alb, 3C.2a2 e 3C.2a3.

o

|— 1817 EVA105

| g2 16 17 Evazan
B 16 17 EVA245

|| 18 17 Evates

|]18 17 Evatos

| g 16 17 EVADT3

U 116 17 Evaces
16 17 EVADBZ

16 17 EVAD43

— 1617 EVAZ34

16 17 EVADSS
16 17 EVAZ06

F‘ 1617 EVAZ13

16 17 EVA102

16 17 EVA178

16 17 EVA180

— 16 17 EVA103

1617 EVAT11

1 16 17 EVAD3S

16 17 EVAD2E

16 17 EVADG4

18 17 EVAZ21
16 17 EVADST
16 17 EVADES

81| 18 17 EVAZIE
16 17 EVAZ3T
16 17 EVADO3
— 1617 EVA17S
16 17 EVAZAT
16 17 EVA363

f2 16 1T EVAQOT
H— 1617 EVADE3
16 17 EVA146
l— 16 17 Evanar

«

Além das 2 substituicOes anteriores, o0s virus do subgrupo
3C.2a2 apresentaram adicionalmente a substituicdo R261Q
(la). No conjunto das 2 épocas, os virus 3C.2a2 constituiram
apenas 5% (9/179) dos virus analisados, no entanto, estes
foram os predominantes em circulagao na época 2017/2018.

t— 16 17 EVA181
16 17 EVA1BE
~ 1617 EVAIO0 Nao foram registadas falhas da vacina no grupo dos virus
18 17 EVADB1
Tetrmnee: 3C.2a2 sequenciados.
— 16 17 EVA200
17 | »,l ilé 17 EVA16T
oy e Na totalidade dos virus A(H3) sequenciados, 15,6% (28/179)
18 17 EVADD1
L 1617 Evager correspondiam a casos vacinados. Ao analisar a hemaglutini-

na destes virus verificamos a existéncia de 8 substituicoes em
7 virus que nao foram encontradas em virus dos casos néao
vacinados: G5R, S46F, S1241, N126D, F193S, 1230L, D408N e
L531S. No entanto qualquer uma destas substituicoes foi es-
poradica, ou seja, foram observadas apenas num virus.

Caracterizagao genética do virus da gripe p6s-NGS

A implementacao da NGS na vigilancia da gripe veio alargar e

"l 17 evaoes aprofundar a caracterizagao genética do virus da gripe pois per-
16 17 EVADS9
‘ESLE e mite a sequenciagdo do genoma viral completo, para um maior
= 1617 EVA148 . L. L,
8 . numero de virus e de uma forma mais rapida e econémica.
16 17 EVAOY
16 17 EVAD31
bt Os genomas completos dos 179 virus A(H3) em anélise foram
16 17 EVADS2
1017 Evaed monitorizados quanto a existéncia de possiveis marcadores

moleculares associados aos casos de falha vacinal. A tabela 2
mostra-nos as substituicdes encontradas em todos 0s seg-
mentos genomicos de virus detetados em casos vacinados.
Podemos verificar que as substituicdes ndo sdo comuns aos

— 18 17 EVAlGE , z . s
= o eunsrs virus estudados. Além disso, no nosso estudo, 12 dos virus
16 17 EVA256
S Ik detetados em casos vacinados foram geneticamente idénti-

b A/Bolzana/TI2016 | HA

cos, a escala do genoma, a outros virus detetados em casos

54 | 16 17 EVADSO
4 li617evazse | 3C.2a
- 1617 EVAI04 - .
e —— 3C.202 néo vacinados.

3C.2a3

)

AHong Kong/4B01/2014 | HA

v
000
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Tabela 2: ['7 Substitui¢des de aminodcidos em relagéo a estirpe vacinal 2017/2018 (A/Hong Kong/4801/2014), presentes em
virus detetados nos 28 casos vacinados.

Total
o8 Ep;rfsede PB2 PBI PBI-F2 N4O PA  PAX HA NP ONA MI M2 NSt nsz  SUPStuioes/
EVA079 | 2016/2017 | R251G V116A 2
EVA080 G5R V240l 2
EVA08S 0
EVA089 L531S 1
EVA091 P212H LSS5I 2
EVA094 L469M S124] T49A 3
EVA102 0
EVA107 1230L 1307L 2
EVA119 Q63K 1
EVA124 0
EVA126 0
EVA133 0
EVA157 0
EVA162 F193S  M165L 2
EVA163 0
EVA164 V165! 1
EVA169 N350K S46F, N126D E344K V15| 5
EVA182 N359T K452R 2
EVA186 N236K 1
EVA200 0
EVA209 0
EVA221 1407M S332P 2
EVA239 V731M 1
EVA250 0
EVA263 0
EVA268 V1926 120T 2
EVA311 D408N V138 2
EVA089 | 2017/2018 0
Zggar'nzﬁtbosmwgée“ 2 0 0 0 4 1 8 2 7 3 0 3 1 31

A plataforma INSaFLU permite aferir da maior semelhanca ge- A/Hong Kong/4801/2014, e o subgrupo 3C.2a1, representa-

nética entre segmentos genémicos dos virus analisados e de do pela estirpe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-
estirpes de referéncia de diferentes subgrupos disponiveis. 0019/2016), foi possivel revelar quatro diferentes perfis de
Comparando cada segmento viral com o genoma de estirpes recombinacgao intrasubtipica existente nos virus A(H3) em es-
representativas de dois grandes subgrupos genéticos (o sub- tudo (tabela 3).

grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018
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Tabela 3: [2 Perfis de recombinagéo intrasubtipica encontrados nos virus
A(H3) em 2016/2017 e 2017/2018.

Perfis de recombinagao

el [ L oo T [
DZDD - GO0 .

EEREmE -
IR ~ [ -

N

Total

n % Vacinados %

69 38,56 14 20,3

4.5 0 0,0

52 29,1 6 11,5

S 50 279 8 16,0
179 100,0 28 15,6

3C.2a (A/Hong Kong/4801/2014)

3C.2a1 (A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016)

O perfil de recombinagé@o mais frequente (69/179; 38,5%) foi
aquele em que todos os segmentos gendémicos mostraram
ser mais préximos geneticamente do subgrupo 3C.2a1. Este
foi também o perfil que incluiu mais casos de falhas da vaci-
na (14/69; 20,3%).

O segundo perfil, onde a proteina da matriz ¢ “3C.2a-like” e
os restantes genes sao “3C.2a1-like” atinge a representativi-
dade de 29,1% (52/179). Neste grupo, 11,5% (6/52) dos virus
foi detetado em casos vacinados.

Um terceiro perfil constituiu 27,9% (50/179) dos virus A(H3)
analisados. Os virus deste grupo contém uma hemaglutinina
e uma proteina da matriz 3C.2a-like com o0s restantes genes
revelando ser “3C.2a1-like”. Os virus provenientes de casos
vacinados constituiram 16% (8/50) dos virus com este perfil
de recombinagéo.

Um quarto perfil, com uma hemaglutinina “3C.2a-like” e res-
tantes genes “3C.2al-like”, representou apenas 4,5% (8/179)
dos virus analisados. Nenhum dos virus com este perfil foi
detetado em casos vacinados.

Apesar das diferencas observadas quanto a proporgao de
casos de falha da vacina, ndo se verificou associagao estatis-
ticamente significativa entre as falhas da vacina e determina-
do perfil de recombinacéo (p=0,424).

A andlise de variantes minoritarias intra-hospedeiro (iISNVs -
intra-host single nucleotide variants) é outra mais-valia para
a vigilancia laboratorial da gripe, possibilitada pela NGS.

Nos virus A(H3) detetados nos 28 casos vacinados, das
iISNVs identificadas, apenas uma era redundante: a varian-
te G315T (M105l) do gene da nucleoproteina nos casos
EVA133 (2016/17) e EVA209 (2016/17), com frequéncias de
3,21% e 11,33%, respectivamente. No entanto, esta mesma
iSNV foi encontrada num caso nédo vacinado: EVA211 (2016/17)
com uma frequéncia de 15,74% (figura 2). De referir que estes
3 casos, apesar de a data de inicio da doenca se ter registado
num intervalo de 2 semanas, nao timham proximidade geogra-
fica, e também pertenciam a diferentes subgrupos genéticos.

Todas as outras iSNVs identificadas em casos vacinados sur-
giram apenas isoladamente num anico virus.
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Figura 2: Frequéncia e distribui¢do das variantes minoritdrias intra-hospedeiro (<50%) ao longo do
gene da nucleoproteina para todos os virus da gripe A(H3) em estudo (n=179).
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_Discussao e conclusdes

Os 179 virus A(H3) analisados neste estudo agruparam-se
em 5 subgrupos genéticos: 3C.2a. 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2
e 3C.2a3, sendo o subgrupo 3C.2al1 o mais representado du-
rante as 2 épocas de gripe. Os virus detectados em falhas da
vacina constituiram 15,6% dos casos.

O conhecimento do genoma viral completo permite também
analisar uma importante caracteristica dos virus da gripe - a
recombinacao entre segmentos gendmicos que pode ocorrer
quando uma célula é infectada por dois ou mais virus da gripe.
Foram identificados 4 perfis de recombinacéo intra-subtipica,
cada um deles com uma proporcéo diversa de casos vacina-
dos. No entanto, as diferengas encontradas entre os diferen-
tes perfis ndo tém significancia estatistica.

Habitualmente, a populagao viral inerente a uma infeccéo pelo
virus da gripe é representada por uma sequéncia consensus
que representa o nucle6tido mais frequente para cada posigao
do genoma. Mas o que ocorre na realidade é que cada infe-

¢do gera uma populaca@o geneticamente diversa de variantes
virais, quer através de novas mutagdes pontuais, quer através
da transmissao destas variantes minoritarias de hospedeiro
para hospedeiro (8). A analise das iSNVs pode contribuir para
a nossa compreensao da evolucao e epidemiologia do virus da
gripe, como a transmissao entre hospedeiros, a seleccdo an-
tigénica ou a terapéutica antiviral. Nos casos de falha da vaci-
na apenas foi encontrada uma iSNV redundante no segmento
que codifica a nucleoproteina, a mutagao pontual G315T que
implica a substituicao de aminoacido M105I. Esta substituicéo
ocorrida na nucleoproteina dos virus A(H3) nao foi anterior-
mente descrita por outros autores ou previamente associada a
carateristicas virais.

E possivel que a baixa efetividade da vacina (EV=18,9%) (°)
registada em 2016/2017, onde os virus A(H3) constituiram
a maioria dos virus detetados, esteja de alguma forma rela-
cionada com a grande diversificacdo genética destes virus
registada ao nivel filogenético e da recombinagao gendémica.
A efectividade da vacina registada em 2017/2018 foi mais
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elevada (EV=63,7%) (19), mas nesta Ultima época o virus
predominante em circulacdo pertencia ao tipo B (linhagem
Yamagata), sendo que a efectividade vacinal especifica do
subtipo A(H3) nao foi possivel estimar devido ao reduzido
numero de virus deste subtipo detetados.

Em concluséo, neste estudo, ndo foi encontrada uma associa-
¢ao entre um grupo genético, sequéncia nucleotidica especifi-
ca, variante minoritaria ou perfil de recombinacédo e 0s casos
de falhas vacinais. Para além do estudo de fatores (genéticos
ou imunoldgicos) relacionados com o hospedeiro, sera ainda
essencial enriguecer o conhecimento atual sobre o impacto da
imunidade induzida pela vacina na diversidade da populacéo
viral intra- e inter-hospedeiro, nomeadamente através de estu-
dos especificos sobre dinamica populacional do virus da gripe
durante o processo infecioso.
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