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2. RESUMEN

Antecedentes: Los virus de Influenza cada afio ocasionan entre 291.000 y 645.000 muertes a
nivel mundial y los casos de Influenza asociados a fallecimientos son generalmente mas
elevados los afios con predominio de circulacion de A(H3N2). Este subtipo tiene una alta
variabilidad genética que genera una constante evolucién dentro de los linajes a lo largo del
tiempo y el remplazo periédico de clados circulantes en los paises. Por este motivo, se
requiere una vigilancia gendmica, asi como una actualizacion y revisibn anual de la

formulacién de la vacuna.

Métodos: El objetivo general de la presente investigacion es analizar la variabilidad genética
de la region hemaglutinina del subtipo de Influenza H3 en el Ecuador. Para esto, el primer
paso fue seleccionar secuencias genéticas del virus procedentes de Ecuador a partir de la
base de datos GISAID que fueron alineadas mediante el uso de herramientas de
bioinformaticas como el MEGA XI, Bioedit y Nextclade. Con el fin de estudiar la variabilidad,
asi como las relaciones filogenéticas entre los virus de Influenza H3N2 identificados, se utilizé
el programa MEGA 11 y Nextstrain. Para describir la historia evolutiva del arbol filogenético se
seleccion6 el método de Neighbor-Joining y las herramientas utilizadas para establecer las
diferencias de residuos de aminoéacidos fueron los programas, AA dif y Count GS; los analisis
estadisticos, figuras y manejo de base de datos fueron realizados mediante los programas de
Microsoft Excel, R Studio y Matlab.

Resultados: Entre las secuencias analizadas de Ecuador existié una alta variabilidad genética
del subtipo H3 y co-circulacion de varios clados/subclados en el periodo comprendido del 2015
al 2019 lo que podria afectar en el nivel de concordancia de clados circulantes en el pais y el
clado de la cepa vacunal recomendada. Sin embargo, entre los afios 2021 y 2022, la proceso
de diversidad genética fue menor y la mayoria de secuencias pertenecian principalmente a un
subclado genético el 3C.2alb.2a.2. Esto probablemente ocurrié debido a la la pandemia del
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COVID-19 y las medidas de contencién que limitaban la transmision del virus. La presencia de
un solo subclado predominante en los afios 2021 - 2022, pudo favorecer las estrategias de
prevencion, considerando que la vacuna y los clados genéticos del virus del Ecuador se

encontraban genéticamente relacionados.

SUMMARY

Background: Influenza viruses each year cause between 291,000 and 645,000 deaths
worldwide. Cases of Influenza associated with deaths are generally higher in years with
predominant circulation of A(H3N2). This subtype has a high genetic variability that underlies
constant evolution within the lineages over time and the periodic replacement of circulating
clades in the countries. For this reason, genomic surveillance is required, as well as an annual

update and revision of the vaccine formulation.

Methods: The general objective of this research is analyzing the genetic variability of the
hemagglutinin region of the Influenza H3 subtype in Ecuador. The first step was to select
genetic sequences of the virus from Ecuador from the GISAID database and align them using
MEGA XI, Bioedit and Nextclade. In order to study the variability as well as the phylogenetic
relationships among the identified H3N2 Influenza viruses, the MEGA 11 and Nextrain
programs were used. To describe the evolutionary history of the phylogenetic tree, the
Neighbor-Joining method was selected. The tools used to establish the differences in amino
acid residues were the AA dif and Count GS programs. Statistical analysis, figures and
database management were carried out using Microsoft Excel, R Studio and Matlab programs.

Results: Among the analyzed sequences from Ecuador, there was a high genetic variability of
the H3 subtype and co-circulation of several clades/subclades in the period from 2015 to 2019,
which could affect the level of concordance of circulating clades in the country and the clade of
the recommended vaccine strain. However, between the years 2021 and 2022, the process of
genetic diversity was lower and most sequences belonged mainly to a genetic subclade 3C.2
alb.2a.2, probably due to the presence of the COVID-19 pandemic and the containment
measures that limited the transmission of the virus. The presence of a single predominant
subclade in the years 2021 - 2022 could favor prevention strategies, considering that the

vaccine and the genetic clades of the Ecuador virus were genetically related.
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3. DESCRIPCION DETALLADA DE LA PROPUESTA

3.1 Justificacion

Los virus de Influenza cada afio ocasionan casos severos de la enfermedad, segun luliano et
al., 2018, causan entre 291.000 y 645.000 muertes a nivel mundial: los casos de Influenza
asociados a fallecimientos son generalmente mas elevados cuando existen afios con
predominio de circulacion del subtipo A H3N2 (Kang et al., 2022; Jester et al., 2020). El virus
de Influenza presenta caracteristicos cambios en su estructura bioldégica denominados: deriva
antigénica o cambios drift, estos ocurren anualmente, son los responsables de la necesidad de
vacunarse anualmente y el salto antigénico o cambios shift, que pueden dar lugar a cambios
en las proteinas de superficie del virus, hemaglutinina y neuraminidasa (NA), que originan las

grandes pandemias y epidemias (Ferguson et al., 2003).

Las pandemias de Influenza son producidas principalmente por la capacidad del virus de
reordenarse genéticamente entre cepas de origen humano y animal, lo que podria provocar la
emergencia de un nuevo subtipo de influenza A circulante en humanos (Ferguson et al., 2003).
Los nuevos subtipos, clados o subclados tienen el potencial de generar serios impactos en
salud publica con devastadoras consecuencias en las poblaciones, por lo cual es fundamental
realizar el analisis y seguimiento a nivel molecular mediante estudios de variabilidad genética
gue sirven como apoyo a la Vigilancia Epidemiologica desde una perspectiva molecular. El
seguimiento epidemioldgico a nivel genodmico facilita el conocimiento de la composicion y
dinamica de transmision del virus, esta informacion serd un insumo para la toma de decisiones

por parte de las autoridades nacionales de salud.

En la actualidad las herramientas de biologia computacional han tenido un crecimiento
exponencial a nivel global. Muchos programas se encuentran disponibles de manera gratuita y
son capaces de ser utilizados por personas con poco conocimiento en bioinformatica. Estas
herramientas son de gran ayuda en el campo de la salud publica para realizar estudios de
brotes, epidemias, pandemias, a través de andlisis genmicos a gran escala capaces de
procesar e informar datos en tiempo real. (Genomic Sequencing of SARS-CoV-2 a Guide to
Implementation for Maximum Impact on Public Health, 2021).

Esto es de importancia en el caso de organismos que evolucionan rapidamente considerando

gue los genomas pueden revelar su diseminacion espacio temporal detallada, y sus
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respectivos analisis filogenéticos son particularmente Gtiles para comprender la epidemiologia
de patogenos. De esta manera, se puede caracterizar su comportamiento para estar
prevenidos en futuras eventos de importancia en salud publica 0 nuevas variantes que puedan
presentarse. asi como determinar su nivel de propagacién y evolucion, especialmente en
escenarios de brotes o pandemias. (Genomic Sequencing of SARS-CoV-2 a Guide to

Implementation for Maximum Impact on Public Health, 2021).

Los objetivos de la presente investigacion permitirAn caracterizar la variabilidad genética de
Influenza H3 en el Ecuador; analizar los clados circulantes en el pais; comparar la
composicién del genotipo presente en la vacuna del subtipo H3, considerando que la
vacunacion anual es una de las principales estrategias de prevencion de la enfermedad, esta
informacién permitird el fortalecimiento de la epidemiologia molecular, complementar el
conocimiento del comportamiento genético del virus contribuyendo a la respuesta a brotes o

epidemias del virus de Influenza en el Pais.

3.2 Planteamiento del Problema:

Problema Principal: ¢Cual es la variabilidad genética de la region Hemaglutinina del Subtipo

de Influenza H3 en el Ecuador?

Problemas secundarios:

1. Cuadles son los clados genéticos predominantes del subtipo de Influenza H3 en el
Ecuador

2. Cual es la relacion evolutiva entre los virus de Influenza H3

3. Qué tipo de mutaciones y en qué regiones de la hemaglutinina han circulado.

3.3 Contextualizacién del tema

La Hemaglutinina de los virus de Influenza contiene sitios antigénicos que son reconocidos por
el sistema inmunoldgico del huésped, sitios de escision cortados por proteasas, sitios de union
al receptor que reconocen a los receptores de acido sialico en la membrana celular y péptidos
gue median la fusion durante el ingreso del virus a la célula, lo que hace importante el estudio

a nivel molecular de esta region con fines de salud publica.
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El cambio o mutaciones en la regién HA puede incidir en el potencial de infeccidn del virus, los
mecanismos de evasion de la respuesta inmune natural o adquirida, asi como la propagacion
entre huéspedes, sin embargo, actualmente existe muy poca informacién disponible o
reportada referente a la evolucion de la hemaglutina, sus cambios genéticos y los clados del

virus que circulan en el Ecuador.

Considerando la capacidad biologica del virus de reordenarse genéticamente, y de originar
nuevos tipos o subtipos con potencial pandémico o epidémico, es necesario caracterizar la
evolucién molecular de la regién de la hemaglutinina del virus de Influenza H3. Este subtipo de
virus evoluciona con mayor rapidez que los otros subtipos de Influenza, incluso entre especies.
(Trovao et al., 2022). Este proyecto permitira generar informacion de la circulacién genética del
virus de Influenza H3 y de esta manera complementar los datos disponibles en el Ministerio de
Salud Publica (MSP).

Otro motivo fundamental para la eleccién del tema es la comparacion de la cepa vacunal
frente a los grupos genéticos que se identifiquen en Ecuador del subtipo H3. La OMS realiza
reuniones bianuales para la elaboracién de la vacuna, una formulacion para el hemisferio
norte, el cual se caracteriza por una circulacién viral entre los meses de octubre del afio
anterior hasta abril del afio siguiente y otra formulacion para el hemisferio sur, el cual cuenta
con una circulacion aproximadamente entre los meses de mayo a septiembre. (Caini et al.,
2016, 2018) y (Durand et al., 2016).

A diferencia de otros paises, en el Ecuador al ser un pais tropical, presenta dos periodos de
circulacioén para el virus de influenza, que comprenden los meses de diciembre-enero y un pico
secundario durante los meses de julio y agosto; (Caini et al., 2016, 2018) y (Durand et al.,
2016), estas consideraciones epidemiolégicas sumadas a la ubicacion geogréfica del pais en
la linea ecuatorial, hace que reciba influencias climatoldgicas del hemisferio norte y del
hemisferio sur, estas caracteristicas ecolégicas, periodo de circulacion viral, pueden afectar el
comportamiento epidemiolégico del virus y por ende a las principales estrategias de
prevencion como es la vacunacion al momento de decidir que formulacion de la vacuna se
debe aplicar para el pais. Uno de los factores que permiten tomar decisiones es poder
identificar los clados circulantes del virus, por tal motivo, es fundamental realizar analisis
genéticos que permitan identificarlos y de esta manera contribuir con informacion cientifica

relevante con la finalidad de evaluar la formulacion de la vacuna es mas apropiada utilizar.

La relacion entre la vacuna y los genotipos del virus, se puede realizar mediante la aplicacion
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de tecnologias como el uso de herramientas bioinforméticas cada vez mas eficientes, a menor
costo y varias de estas se encuentran disponibles de manera gratuita on-line para analisis

automatizados, colaborando esencialmente a los sistemas de salud que buscan alternativas
mas eficaces para mitigar la enfermedad y de esta manera poder responder a estas preguntas

biolégicas.

Al final del proyecto, se pretende contar con resultados que puedan ser utilizados como
insumo con la finalidad de establecer estrategias de prevencion frente a futuros brotes,
epidemias o pandemias por parte de las Autoridades Nacionales de Salud.

3.4 Objetivos:
3.4.1 Objetivo general

e Analizar la Variabilidad Genética de la Regién HA del subtipo de Influenza H3 en el

Ecuador
3.4.2. Objetivos especificos

e Determinar las principales clados genéticos del virus de Influenza H3 en el Ecuador

e Establecer la relacion evolutiva entre los virus de Influenza H3

e Realizar analisis filogenético de la region de la Hemaglutinina entre los virus de
Influenza H3.

e Comparar las secuencias obtenidas a partir de cepas ecuatorianos de referencia de la

region.
3.5 Marco Tebrico
3.5.1. Antecedentes o marco referencial

La Influenza es una de las principales causas de mortalidad en las poblaciones y uno de los
principales patdgenos con capacidad de originar nuevas epidemias o pandemias debido a sus
caracteristicas como el reordenamiento genético sobre todo en sus glicoproteinas de
superficie. La hemaglutinina (HA) es la principal glicoproteina de superficie de los virus de la



Pontificia Universidad

Catodlica del Ecuador éﬁé PUCE

gripe, la cual es sometido a una fuerte presion por seleccion por parte del sistema inmunitario,
al ser el principal objetivo de los anticuerpos y contar con una alta variabilidad genética, razon
por la cual es la regién utilizada para caracterizar las variantes genéticas del virus. (Trovao et
al., 2022).

Desde el punto de vista epidemioldgico, los casos de Influenza asociados a fallecimientos son
generalmente mas elevados durante los afios con predominio del subtipo A(H3N2) circulante,
(Kang et al., 2022), (Jester et al., 2020). Segun estudios previos los virus de Influenza H3
cambian mas rapidamente que los virus de H1 y que los virus de Influenza B. En el pais existe
una vigilancia de infecciones respiratorias agudas graves llevada a cabo por el Ministerio de
Salud Publica, sin embargo, debido a la premura de la entrega de resultados, la alta carga de
trabajo de los laboratorios de salud publica, falta de tecnologia, herramientas de biologia
computacional, entre otras causas, no han permitido implementar una vigilancia gendémica
para la caracterizacion de los virus de Influenza en especial del subtipo H3, por ende existe un
desconocimiento en el Ecuador en cuanto a los clados que han estado circulando y si estas
variantes se encuentran relacionadas genéticamente con los virus identificados en otros
paises de la regién de Sudamérica y con la formulacion de la vacuna recomendada por la

OMS a los estados miembros.
3.5.2. Marco teérico

La influenza es una enfermedad respiratoria que infecta anualmente entre el 5-15 % de la
poblaciéon mundial. Informes recientes estiman que anualmente estas infecciones provocan
entre 291.000 y 645.000 muertes en todo el mundo y los casos de Influenza asociados a
fallecimientos, son generalmente més elevados en los afios con predominio de circulacion del
subtipo A(H3N2) (luliano et al, 2018). La hemaglutinina es la glicoproteina de superficie de los
virus de la gripe, la cual es sometida a una fuerte presion por seleccion por parte del sistema
inmunitario al ser el principal objetivo de los anticuerpos. Segun estudios previos, los virus de
Influenza H3 cambian mas rapidamente que los virus de H1 y que los virus de Influenza B.
(Fergusson, 2003).

Las pandemias de Influenza son originadas por esta capacidad del virus de reordenarse
genéticamente entre virus de origen humano y animal, para lo cual la mayoria de personas no
cuenta con la respuesta inmune necesaria para inhibir el contagio y esto origina una rapida
diseminacion en la poblacion con serias consecuencias en la salud publica. Entre las

principales pandemias podemos mencionar a la gripe rusa en 1889-1890 originada el subtipo
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H3N8; la gripe Espafiola en 1918 por el subtipo HIN1 que causo més fallecidos que la primera
guerra mundial; la gripe Asiatica en 1957-1958 por el subtipo H2N2 de procedencia aviar; la
gripe de Hong Kong en 1968 por el H3NZ2; y la primera pandemia del nuevo milenio causada
por el HIN1 pdm. Por tal motivo, la OMS disefia vacuna cada afio. Los nuevos virus de la
Influenza A circulan entre animales y representan gran amenaza debido a la capacidad de
propagacion rapida y convertirse en pandemia, como lo ha sido la pandemia por COVID-19.
(Castafieda, 2021)

Las enfermedades asociadas a la influenza resultan en una alta morbilidad y mortalidad en las
Américas, (Uyeki et al., 2022). Estos efectos se pueden mitigar con una campafia de
vacunacion antigripal adecuadamente elegida y programada. Para brindar mayor orientacién
en la eleccién de la formulacién de vacuna y el momento de administracion mas oportuno, hay
gue tener en cuenta que la evolucion constante de los virus de la influenza en especial del
subtipo H3 urge a los paises a reportar datos de vigilancia de alta calidad y en tiempo real,
especificamente datos de secuencias genéticas, que permita la toma de decisiones de salud
sobre las estrategias de prevencion, mitigacion y seleccion de la formulacion mas apropiada
de la vacuna de Influenza para el pais.

Los Centros Nacionales de Influenza perteneciente a los Laboratorios Nacionales de
Referencia de 107 paises miembros de la OMS reportaron para el periodo del 30 de mayo al
12 de junio del 2022 la siguiente informacion: Se analizaron mas de 161.959 muestras, de las
cuales 9069 resultaron positivos a Influenza, 8839 que corresponden al 97,5% fueron
tipificados como influenza A y 230 (2,5%) como influenza B. De los virus influenza A
subtipificados, 97 (2,3%) fueron influenza A(H1N1) pdmO09 y el mayor subtipo circulante a nivel
global es el subtipo H3 con 4203 (97,7%). De los virus B caracterizados, 3 (6,5%) pertenecian
al linaje B-Yamagata y 43 (93,5%) al linaje B-Victoria. (WHO. 2022)

Como en muchos problemas de salud publica originados por patégenos emergentes y
remergentes, es necesario cortar las vias de transmision y procurar disminuir estas cifras, En
el caso de Influenza, la mejor forma de prevenir es mediante la vacunacion. Los datos de los
CDC desde el 4 de octubre de 2021 hasta el 30 de abril de 2022, mostraron que las vacunas
contra la influenza redujeron el riesgo de las personas de contraer una influenza grave
causada por los virus de la influenza H3NZ2, y los otros virus de la influenza mas comunes esta
temporada, en un 35 % en general. (CDC, 2022)
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Las estimaciones de efectividad de la vacuna de principios de temporada de los Centros para
el Control y Prevencion de enfermedades de EEUU (CDC) publicadas en marzo no fueron
estadisticamente significativas, lo que sugiere que la vacunacion no ofrecid ningun beneficio
en la reduccion del riesgo de enfermedad gripal. Los primeros datos subestimaron qué tan
bien funcionaron las vacunas contra la influenza durante la temporada de influenza 2021-2022
debido al pequefio tamafio de la muestra y los sesgos debido al COVID-19. Desde entonces,
se dispone de mas datos sobre la gripe y los CDC han corregido el sesgo de COVID-19 al
excluir a los pacientes con la enfermedad de COVID-19 del grupo de comparaciéon. (CDC,
2022)

La seleccion de componentes para la vacuna del Hemisferio Norte ocurre durante el mes de
febrero y del Hemisferio Sur ocurre durante septiembre, cuando los expertos de la OMS y los
paises miembros examinan los datos de vigilancia y determinan que cepas se anticipan a la
siguiente temporada. (WHO, 2014). Por lo general, las vacunas del hemisferio norte se
encuentran disponibles en los paises entre los meses de octubre - noviembre y las vacunas

del hemisferio sur estan disponibles entre finales de marzo y principios de abril.

Con la excepcién de Guatemala, Jamaica y la zona tropical de México, los pases del trépico
americano deben considerar los posibles beneficios de vacunarse con las formulaciones
establecida para el hemisferio sur a principios de abril para brindar proteccion contra la
actividad gripal anticipada durante abril-septiembre. Incluso paises con dos epidemias anuales
de influenza en algunas o todas sus provincias p. €j., Brasil y Ecuador (Mello WA, 2009),
deben considerar el efecto de aumentar la cobertura de vacunacion entre las poblaciones
objetivo durante la principal epidemia de influenza en abril-septiembre antes de invertir en una
segunda campafa de vacunacion durante octubre - noviembre. Esto, considerando que los
paises tropicales reciben influencias climatolégicas de ambos hemisferios, lo que dificulta la

descripcion del comportamiento virolégico en esta region.

La actividad de la influenza estacional en climas tropicales como en el Ecuador se comprende
poco y esta menos definida. Sin embargo, se han identificado multiples picos y actividad
durante todo el afio que frecuentemente coinciden con la temporada de lluvias (Bloom-
Feshbach et al. 2003, Viboud et al.,2006). Especificamente, se han descrito dos picos anuales
de circulacién de influenza entre los meses de enero y agosto, lo que hace necesario la
investigacion constante de los subtipos y su evolucion molecular para conocer mejor su
comportamiento en el pais y su nivel de similitud con las cepas de referencias utilizadas en las

formulaciones anuales recomendadas para la region y asi permitir a las autoridades sanitarias
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nacionales el correcto juicio y toma de decisiones con base en informacion cientifica
sustentable. (Caini et al., 2016, 2018, Durand et al., 2016).

Para describir la variabilidad genética del virus de Influenza H3, se analiza la regién de la
hemaglutinina por ser una de las glicoproteinas de superficie que permite el ingreso del virus
al huésped. segun estudio realizado por Leite et al, 2020, mostr6 que la mayoria de
secuencias del estudio pertenecian a los grupos genéticos HA 3C.2a (n=586) y 3C.3a
(n=50). Entre los virus del clado 3C.2a, la mayoria (n= 530) se agruparon en los subclados
3C.2a2 (n=352) y 3C.2al y sus subclados (n=178). Dentro del grupo genético 3C.2al, la
mayoria de secuencias pertenecian al subclado 3C.2alb definido por las sustituciones de
aminoacidos N171K, 1406V, G484E. Todas las secuencias en el subclado 3C.2alb/135K se
recopilaron durante 2018 y se agruparon en un subclado mas pequefio que comparte una
sustituciéon de aminoacido T128A en HAL1l que conduce a la pérdida de un motivo de
glicosilacion. (Leite et al., 2020)

Como se puede observar en estos estudios, los analisis de las secuencias genéticas y los
metadatos conexos sirven de apoyo a la respuesta y estrategias de control de los agentes
infecciosos, facilita el seguimiento de la propagacion geografica - temporal, la pronta
deteccion, asi como, evaluacion de mutaciones que puedan influir en la capacidad patogénica,
transmision del virus, o en medidas de respuesta adoptadas como las medidas no
farmacologicas, vacunas, el tratamiento y las pruebas diagnoésticas. (de Mora et al., 2022;
WHO. 2022)

El Ecuador cuenta con una vigilancia integrada de Influenza y otros Virus Respiratorios
enfocada en la caracterizacion de las muestras a través de técnicas de biologia molecular para
la identificacion de tipos y subtipos del virus de Influenza. Sin embargo, existen muy pocos
analisis de los clados circulantes debido a las obligaciones propias de los sistemas de
vigilancia, la alta carga de trabajo de los laboratorios de salud publica y a que la gran cantidad
de datos disponibles que supera en muchas ocasiones la capacidad de andlisis. También
hacen falta andlisis sobre la evolucion molecular de los subtipos circulantes en el pais que
serian de gran importancia para realizar estrategias de deteccion y manejo de brotes de
enfermedades infecciosas. Este trabajo busca describir los virus de la Influenza circulantes en
el ecuador mediante analisis de filogenética y de su diversidad molecular con miras a
contribuir al desarrollo de pruebas diagndsticas, medicamentos, vacunas, y en general para
mejorar a la respuesta sanitaria en el contexto integral de las enfermedades emergentes y

remergentes de importancia en salud publica.
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3.6 Metodologia

Con el fin de estudiar la variabilidad, asi como las relaciones filogenéticas entre los virus de
Influenza H3N2 identificados y las cepas vacunales incluidas durante los afios de estudio, se
selecciond la base de datos especializados para el virus de Influenza y de acceso publico
denominada GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data), en las cuales se
consideraron secuencias genéticas ecuatorianas del virus disponible en esta plataforma de

datos genéticos.

Se compararon secuencias ecuatorianas del gen HA del subtipo H3 dentro del periodo de
estudio obtenidas desde el 2015. El andlisis y alineacion se realizé mediante el uso de las
siguientes herramientas de bioinforméticas: software MEGA 11, Bioedit y Nextclade que

permiten el alineamiento multiple de secuencias.

Se desarrollé un arbol filogenético mediante el uso del programa MEGA 11, y el uso de la
herramienta online disponible de manera gratuita Nextstrain. Para describir la historia evolutiva
con un arbol filogenético se seleccioné el método de Neighbor-Joining, el cual es el mas
popular en la construccién de arboles para a partir de mediciones de distancias genéticas de
secuencias vecinos que minimizan secuencialmente el tamafo total del arbol. (Tamura K.,
Stecher G., and Kumar S. 2021).

Es importante mencionar que es uno de los algoritmos mas utilizados, considerando que es un
método simple, muy rapido para calculo de distancias de minima evolucién y capaz de analizar
grandes cantidades de secuencias en poco tiempo y sin uso de muchos recursos
computacionales. Para poder establecer las diferencias de residuos de aminoacidos se
utilizaron los programas, AA dif y Count GS; para andlisis estadisticos y base de datos se
utilizé Microsoft Excel, R Studio y Matlab. (Tamura K., Stecher G., and Kumar S. 2021)

3.7 Limitaciones del estudio

La principal limitacion del estudio, es que en el Ecuador no cuenta con suficientes secuencias
genéticas disponibles para realizar una comparacion mas robusta de clados circulantes, sin
embargo, con los datos aqui presentados se puede estimar el comportamiento del virus en el
Ecuador con secuencias disponibles durante los afios de estudio.

Durante el afio 2020, debido a la emergencia ocasionada por la pandemia del SARS CoV-2 a
nivel mundial, no se detect6 presencia del virus H3 en el Ecuador al igual que en la mayoria de

paises y sistemas de vigilancia de virus respiratorios a nivel global, sin embargo, se decidio
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incluir datos del periodo 2021-2022, en conjunto con los datos existentes de afios anteriores
con la finalidad de fortalecer y complementar los andlisis realizados.

En la presente investigacion se encuentra enfocada en la region de la HA, considerando que
es la principal glicoproteina utilizada para determinar la variabilidad genética del virus, sin
embargo, existen otras regiones del genoma viral como las regiones de la neuraminidasa;
nucleoproteina; proteina de la matriz; regiones no estructurales; la region de la transcriptasa
como la PB1, PB2, PA, que pueden ser relevantes para la respuesta inmune del huésped,
tratamiento aniviral, ciclo de replicacién, nivel de patogenicidad - letalidad, transporte de RNA
celular, entre otras funciones especificas del virus que pueden ser utilizados para realizar otro
tipo de estudios complementarios, sin que esto pueda afectar a los resultados analizados en la

presente investigacion.

Otra limitacion importante es que los datos gendmicos solo se generaron a partir de la
captacion de casos de pacientes hospitalizados. Esto implica que podria haber otros clados o
subclados circulantes en pacientes con enfermedad respiratoria leve. Aunque escapa de los
objetivos de este trabajo, con la finalidad de tener una visibn completa, se sugiere continuar
con futuros muestreos diseflados para capturar la diversidad genética entre portadores

asintomaticos o a partir de casos ambulatorios.
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4. RESULTADOS:
4.1 Identificacion de clados por afio

Se realiz6 la descarga de las secuencias genéticas de la plataforma GISAID del Virus de
Influenza, region de la hemaglutinina del subtipo H3 teniendo un total de 80 secuencias de

Ecuador.

Estas secuencias fueron cargadas en Nextclade y se obtuvo la siguiente tabla de distribucion
de clados por afio:

Tabla 1. Distribucion de clados/subclados por afio del subtipo H3, Ecuador 2015 - 2022

Ano 3C 3C.2a 3C.3a 3C.2al 3C.2al1b.1 3C.2a2 3C.2a1b.2
2015 1 8 2 0 0 0 0
2016 0 3 2 0 0 0 0
2017 0 5 5 7 0 0 0
2018 0 0 0 1 7 4 0
2019 0 0 0 0 15 0 1
2020 0 0 0 0 0 0 0
2021 0 0 0 0 0 0 14
2022 0 0 0 0 0 0 5
TOTAL 1 16 9 8 22 4 20

Fuente: Alfredo Bruno, 2022
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En la figura 1, se puede observar la distribucion de clados y subclados del subtipo H3,
utilizando la region de la hemaglutinina durante el periodo de estudio del 2015 al 2022,
identificadas en secuencias ecuatorianas. En el eje de las x se encuentran detallados los afios;
sobre el eje de las y se encuentra la abundancia, utilizando la frecuencia de casos detectados
por cada uno de los afios del estudio. Los colores de la figura indican cada uno de los clados y

subclados identificados.

El clado 3C (celeste), que dio origen posteriormente a la divisién de cada uno de los subclados
gue posteriormente circularon en el pais. El clado 3C, se lo identificé exclusivamente en el afio
2015 y posteriormente dejo de circular, evolucionando en los siguientes subclados. El
subclado 3C.2a que circul6é por 3 afios consecutivos, siendo predominante en los afios 2015,
2016 y que continud circulando en el 2017 (Figura 1, azul). En el 2015 ademas de los clados y
subclados 3C y 3C.2a también co-circul6 3C.3a (Figura 1, verde claro), el mismo que
permanecié en circulacion hasta el afio 2017. Finalmente, el subclado 3C.2alb.2 fue

detectado por primera vez en el afio 2019 (Figura 1, naranja).



Pontificia Universidad

Catodlica del Ecuador éﬁé PUCE

En el afio 2017 emergié un nuevo subclado denominado 3C.2al (Figura 1, verde obscuro).
este subclado continud circulando en menor proporcién hasta el siguiente afio. En el afio 2018
se encontro al subclado 3C.2a2, el mismo que tuvo un periodo muy corto de circulacién, ya

gque solamente fue identificado en el afio 2018 (Figura 1, rosado).

El subclado predominante en el afio 2018, 2019, 2021 y 2022, fue el 3C.2alb.1, (Figura 1,
rojo). Durante los primeros 3 afios del estudio (entre el 2017 al 2019) existia una co-circulacion
de mas de un clado/subclado, sin embargo, desde el afio 2021 se presentd un predominio del
subclado 3C.2alb.2

La presencia de nuevos clados genéticos circulantes, es debido al proceso normal de
evolucién viral, procesos de presion por seleccidon y se presenta con frecuencia en los virus de
Influenza mediante los cambios antigénicos menores, deriva antigénica o cambios drift y los
saltos antigénicos mayores o cambios shift, los cuales pueden causar mutaciones en las
glicoproteinas de superficie hemaglutinina o neuraminidasa, por este motivo probablemente
los clados identificados en la presente investigacion, no han persistido a través del tiempo por
mas de 3 afios, sin embargo, desde el afio 2021 se ha detectado la circulacion de solo un
subclado (3C.2alb.2), sin que exista co-circulacion con otros subclados, lo cual permitiria una
mejor respuesta en salud publica, en cuanto a la principal medidas de prevencion como es la
vacunacion, al no contar con una alta diversidad genética del subtipo H3 en los afios 2021 -
2022.

4.2.- Evolucién molecular de clados

Se utilizé el programa AA dif con la finalidad de generar una tabla de cambios de aminoéacidos,
AA dif utiliza como archivo de entrada, la secuencia fasta alineada y emite un archivo de salida
en formato csv, en el cual, podemos observar las diferencias de aminoacidos entre las
secuencias analizadas. La siguiente herramienta fue el programa Count GS para determinar el
namero y posicion de los sitios de glicosilacion, considerando que los patrones de glicosilacion
pueden influir en la antigenicidad o patogenicidad viral. ElI programa utiliza como archivo de
entrada, la secuencia fasta alineada y emite un archivo de salida en formato csv, con una tabla
de descripcion de sitios identificados. Los usos de estos programas permitieron profundizar en
el conocimiento de la evolucion del virus a través del tiempo en el Ecuador, al identificar estos
cambios a nivel de aminoacidos van ocurriendo (apareciendo o elimindndose) a través del
tiempo y de esta manera poder estimar su mecanismo de adaptacion al huésped o sus
mecanismos de evasion del sistema inmune que estan expuestos a través de la respuesta

inmunoldgica del huésped y otros procesos de presién por seleccion viral.
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Tabla 2. Diferencia de aminoacidos entre las cepas vacunales y los clados de la region de la

Hemaglutinina Ecuador

Isolate # Positions Different
A/DARWIN/9/2021 NH.2022-2023/SH.2022_12GS
A/CAMBODIA/E0826360/2020 NH.2021-2022_12GS 9 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 198, 225
A/HONG KONG/2671/2019 SH.2021/NH.2020-2021/SH2020_10GS 17 83,94, 128, 131, 135, 137, 138, 156, 159, 164, 186, 190, 195, 219, 225, 522, 529
A/KANSAS/14/2017 DEC F WF |3A| HA NH.2019-2020_11GS 25 62, 83,91, 92, 94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 478, 484, 522, 529
VIDRL A/SOUTH AUSTRALIA/34/2019 FEB WF|2A1B 131K|HA SH.2019_13GS 14 83, 94, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 219, 225, 347, 522
A/SINGAPORE/INFIMH-16-0019/2016 NH.2018-2019/SH.2018/SH.2017_12GS 18 62, 83,92, 94, 131, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 194, 195, 311, 479, 522, 529
A/SWITZERLAND/8060/2017 DEC WF|2A2|HA SH.2018EGG_13GS 23 62, 83, 92, 94, 96, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529
A/HONG KONG/4801/2014 FEB F WF|2A|HA NH.2017-2018/NH.2016-2017/SH.2016/SH.2015_13GS | 22 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
A/SWITZERLAND/9715293/2013 DEC F WF|3A|HA NH.2015-2016/SH.2014_12GS 26 3,62, 83,92, 94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 326, 406, 484, 489, 522, 529
A/TEXAS/50/2012 APR E WF |[ROOT | HA NH.2014-2015/NH.2013-2014_12GS| 28 3,62, 83,92, 94,121, 128, 131, 142, 144, 145, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 198, 219, 225, 406, 484, 489, 522, 529
A/HONGKONG/45/2019 SH.2021/NH.2020-2021/5H.2020.CELL_11GS 18 83,94, 128, 131, 135, 137, 138, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 195, 225, 312, 522, 529
A/PERTH/10/2010_NH.2013/SH.2010_12GS 36 | 3,33,45,48, 53, 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 144, 145, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 198, 219, 223, 225, 230, 278, 280, 312, 406, 484, 489, 522, 529
A/VICTORIA/361/2011_NH.2012-2013/SH.2012_13GS 27 3,33, 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 144, 145, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 278, 406, 484, 489, 522, 529
H3 HA ECUADOR/IBARRA/ 628769]2019-12-27 19 31,83, 94, 128, 131, 135, 140, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 505, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 402491|2019-11-23 14 83,94, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 219, 225, 347, 522
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 357824|2019-01-15 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355743|2018-12-04 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355742|2019-01-10 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355741]2018-11-20 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355740 2018-12-20 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355739|2018-12-26 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355738|2018-12-07 17 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 223, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355737|2019-01-04 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355736 |2019-01-03 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355735 2018-12-27 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 353709|2019-01-11 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA 353708|2019-01-20 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 349956 |2019-01-10 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 349898 2019-01-14 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 349761|2019-01-12 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347939|2019-01-03 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA 347936 2019-01-04 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347935|2019-01-13 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 347933|2019-01-10 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347929| 2018-12-16 16 83, 94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347927|2019-01-16 16 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 320332|2018-03-16 18 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320331|2018-05-26 24 62, 83,92, 94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529, 530
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320330|2018-04-21 24 62, 83,92, 94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529, 530
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320329|2018-03-20 24 62, 83,92, 94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529, 530
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 299991|2018-01-09 22 62, 83,92, 94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 299890 2017-12-17 21 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 158, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 408, 516, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/_277506|2017-02-26 20 62,83, 92,94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186, 190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 277505|2017-03-28 20 62, 83,92, 94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186, 190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 275726|2017-03-07 27 5,53, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 242, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 275725|2017-04-07 18 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 275724|2017-04-13 20 62,83, 92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 259, 311, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 273640|2017-04-23 2 62,83, 92,94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186, 190, 193, 195, 198, 225, 311, 323, 509, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272897 2017-03-05 18 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272896 | 2017-03-04 17 53, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 272893|2017-01-27 27 5,53, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 312, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 272892 |2017-03-28 27 5,53, 83,91,92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 261, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272891|2017-02-25 26 5,53, 83,91, 92, 94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/NAPO/ 272890|2017-03-14 16 62, 83,94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/ORELLANA/ 272889|2017-03-25 26 5,53, 83,91, 92, 94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 272888| 2017-03-21 20 62, 83,92, 94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186, 190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272886|2017-05-18 16 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272885 2017-03-22 17 62, 83,94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 225, 329, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232989|2016-03-16 26 62,83, 92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 169, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 261, 276, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232988 2016-03-10 2 62, 83,92, 94, 121, 124, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 232986 2016-04-21 23 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 232553|2016-05-22 24 62, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 232542 | 2016-05-21 24 62, 83,91, 92, 94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 201207 | 2015-06-01 2 62,83, 92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 200684 | 2015-05-08 23 62,83, 92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529, 532
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 200683 | 2015-02-05 31 3,5,62,83,92,94,112, 121, 122, 128, 131, 144, 156, 157, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 347, 406, 484, 489, 522, 529, 531, 534
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 200682 2015-06-29 22 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200681|2015-05-14 24 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529, 532
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200680 2015-05-21 26 62, 83,92,94, 121, 124, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 462, 484, 522, 529, 532
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 197496 2015-08-06 2 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 195876 2015-04-25 27 3,62, 83,92, 94, 121, 124, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 326, 347, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 194962 2015-06-06 24 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529, 532
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 194961|2015-02-18 22 62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 194960 2015-06-05 26 3,62, 83,92,94,121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 300, 326, 406, 484, 522, 529
A/Ecuador/GUAYAS/9103/2022|2022-01-04| HA 5 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/3916/2021]|2021-12-22 | HA 5 53,186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/1062/2021|2021-12-29|HA s 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9112/2022|2022-01-14| HA 6 53, 186, 225, 356, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9092/2021]2021-12-31|HA E) 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/819/2021 | 2021-12-20 | HA 5 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/AZUAY/4287/2021]|2021-11-26 | HA 6 53, 186, 225, 278, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9107/2022[2022-01-06| HA 6 53,186, 225, 379, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9089/2021|2021-12-31|HA £ 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/1130/2022|2022-01-07 | HA 5 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/3922/2021|2021-12-26 |HA 5 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9064/2021|2021-12-15|HA 6 53, 186, 225, 278, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/827/2021|2021-12-31|HA 6 53, 186, 225, 278, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9077/2021|2021-12-27|HA s 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9126/2022|2022-01-26 | HA £ 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/1064/2021]2021-12-30| HA E) 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9078/2021]2021-12-27 | HA s 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9082/2021] 2021-12-28 | HA 5 53, 186, 225, 437, 508
A/Ecuador/GUAYAS/9083/2021]2021-12-28| HA 5 53, 186, 225, 437, 508

Fuente: Alfredo Bruno, 2022




Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador

Figura 2. Diferencia de aminoacidos de la region de la Hemaglutinina que son diferentes entre
las cepas vacunales y los clados circulantes en Ecuador 2015 - 2022
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Fuente: Alfredo Bruno, 2022; Zheng et al., 2018

En la figura 2, se puede observar una comparacion en cuanto a la diferencia de la ubicacion
de los aminoacidos en la regiéon de la hemaglutinina que conforman la cepa recomendada por
la OMS en la formulacion del hemisferio sur 2023 del subtipo H3N2, (A/Darwin/9/2021) y las
secuencias del virus de Influenza H3 identificadas procedentes de Ecuador durante el periodo
del 2015 al 2022. En el eje de las x se puede observar la representacion esquematica de la
region de la glicoproteina de superficie hemaglutinina, obtenida de Zheng et al., 2018, la cual
ocupa el 80 % de las proteinas expresadas en la superficie viral, esta glicoproteina es
codificada por el segmento 4 del virus y como ilustra la figura, se encuentra conformado por
aproximadamente 560 amino&cidos. Esta region participa en el reconocimiento del virus a los
residuos de acido sialico de la célula huésped y de esta manera permite el ingreso del virus,
ademés de participar en el nivel de patogenicidad y es identificado por los anticuerpos
neutralizantes como parte de la respuesta inmune especifica producida por el huésped
(Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012).
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Como se puede visualizar entre las regiones de la proteina se encuentran el péptido sefial,
(posicién 11 a 51) subdominio de la esterasa vestigial (VE), ubicado entre la posicion 52-116, y
266 a 275, subdominio de fusion (F) entre posicion 11-51 y 276-329, subdominio de unién al
receptor (posicion 117-265), péptido fusion, (330 a 346) dominio transmembranal (514-534) y
el dominio citoplasmaético, (535-550), asi como las zonas comprendidas por la cabeza globular
(donde se encuentra el sitio de unién con el &cido sidlico), va desde la posicién 52 hasta a
275y las regiones HAL (desde la posicion 11 a la 329) y HA2 (entre las posiciones 330-550).

En la figura 2, al comparar las secuencias de Influenza H3 del Ecuador desde el 2015 al 2022,
la mayor cantidad de diferencia de aminoacidos entre las secuencias ecuatorianas y la cepa
recomendada en la formulacién de vacuna de la OMS para el hemisferio sur 2023, se
encuentra ubicado principalmente en la cabeza globular de la region de la hemaglutinina (sitio
de unién con el acido sidlico), debido posiblemente al mecanismo normal de respuesta y
escape viral al sistema inmunolégico, ya que es una area altamente inmunogénica. En los
afios 2021 y 2022 solo existen entre 5 y 6 cambios de aminoacidos con respecto a las
secuencias de los afios 2018 y 2019 que tienen entre 16 y 24 cambios de aminoacidos.

Figura 3. Diversidad de cambios de nucle6tidos entre las secuencias ecuatorianas de la

region de la Hemaglutinina del subtipo H3, 2015 - 2022.
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Fuente: Alfredo Bruno 2022; Nextclade. https://clades.nextstrain.org/tree, 2022

En la figura 3 obtenido de Nextclade, 2022 ( https://clades.nextstrain.org/). Se realizd el
andlisis de secuencias ecuatorianas en el periodo comprendido del 2015 al 2022. En el eje de
las y, se encuentra el nivel de diversidad genética a través de una escala de 1 a 2. En el eje de
las X, se puede evidenciar un esquema representativo de la secuencia completa de
nucleotidos de la region de la hemaglutinina, identificando la region del péptido sefial, la region
HA1l y la region HA2. Se puede observar que la mayoria de cambios y mayor diversidad
genética se presenta en la region HA1, segun Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012, la HA1 facilita el
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ingreso del virus al huésped, al unir los receptores que contienen el &acido sialico en la
membrana celular, posteriormente a través del proceso de endositosis mediada por el receptor
y el pH del endosoma, induce un cambio conformacional de HA permitiendo el proceso de
fusion para la liberacién de ribonucleoproteinas al citoplasma y posterior ingreso en el nicleo
celular para el proceso de transcripcion y replicacion viral. Esta subunidad HAL, lleva un sitio
de unién al receptor y es responsable de la union a cadenas especificas al acido sialico en la
superficie de la célula huésped. Los cambios en los residuos de aminoécidos en esta region
pueden alterar la preferencia de union del virus de Influenza por ende, es necesario un
monitoreo constante a través de herramientas de biologia computacional que permitan una
mejor comprension de la evolucion y variacibn de la hemaglutinina en los sistemas de

vigilancia gendmica.
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Tabla 3. Diferencia entre sitios de glicosilacién de cepas vacunales y clados regién HA
Ecuador

Strain # [8[22[38[a5[63]122[126[133[144[158[165[246[285]4a83
A/DARWIN/9/2021 NH.2022-2023/SH.2022_12GS 12 X[ x[x[x|x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/CAMBODIA/EO826360/2020 NH.2021-2022_12GS 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/HONG KONG/2671/2019 SH.2021/NH.2020-2021/SH2020_10GS 10 [x[x[x[x[x] x X [ x [ x| x
A/KANSAS/14/2017 DEC F WF|3A|HA NH.2019-2020_11GS 11 x| x [ X[ x[x] x X X [ x [ x| x
VIDRL A/SOUTH AUSTRALIA/34/2019 FEB WF[2A1B 131K |HA SH.2019_13GS 13 X[ x[x[x[x[ x| x| x X [ x| x| x[x
A/SINGAPORE/INFIMH-16-0019/2016 NH.2018-2019/SH.2018/SH.2017_12GS 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/SWITZERLAND/8060/2017 DEC WF | 2A2 | HA SH.2018EGG_13GS 13 X[ x[x[x|[x[ x| x]x X [ x| x| x[x
G KONG/4801/2014 FEB F WF|2A|HA NH.2017-2018/NH.2016-2017/SH.2016/5H.2015] 13 [X[X [x[X[x[ x | x [ x X [ x| x| x[x
A/SWITZERLAND/9715293/2013 DEC F WF|3A|HA NH.2015-2016/SH.2014_12GS 12 x| x[x[x[x] x x [ x X [ x [ x| x
A/TEXAS/50/2012 APR E WF |[ROOT | HA NH.2014-2015/NH.2013-2014_12GS 12 x| x [ x[x[x] x x [ x X [ x [ x| x
A/HONGKONG/45/2019 SH.2021/NH.2020-2021/SH.2020.CELL_11GS 11 X[ x[x[x][x][ x X [ x| x| x[x
A/PERTH/10/2010_NH.2013/SH.2010_12GS 12 [x[x[x x[ x [ x| x[x X [ x [ x| x
A/VICTORIA/361/2011_NH.2012-2013/SH.2012_13GS 13 X[ x[x[x[x[ x| x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/IBARRA/ 628769 |2019-12-27_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 402491]2019-11-23_13gs 13 X[ x[x[x|x[ x| x| x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 357824]2019-01-15_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355743 |2018-12-04_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355742]2019-01-10_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355741]2018-11-20_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355740]2018-12-20_11gs 11 x| x[x[x][x] x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355739]2018-12-26_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355738|2018-12-07_10gs 10 X[ x[x[x|[x][x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355737|2019-01-04_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 355736|2019-01-03_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 355735]2018-12-27_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x [ x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 353709]2019-01-11_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA 353708]|2019-01-20_11gs 11 x| x[x[x|[x] x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 349956 |2019-01-10_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 349898|2019-01-14_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 349761|2019-01-12_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347939|2019-01-03_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA 347936|2019-01-04_11gs 11 X[ x[x[x[x] x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347935]|2019-01-13_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 347933]2019-01-10_11gs 11 X[ x[x[x[x][x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347929]2018-12-16_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 347927|2019-01-16_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 320332|2018-03-16_13gs 13 X[ x[x[x[x[ x [ x| x X [ x [ x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320331|2018-05-26_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320330|2018-04-21_13gs 13 X[ x[x[x|x[ x| x| x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 320329 |2018-03-20_13gs 13 X[ x[x[x[x[ x| x|x X [ x| x [ x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 299991|2018-01-09_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x]x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 299890|2017-12-17_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/_277506|2017-02-26_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 277505|2017-03-28_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 275726|2017-03-07_11gs 11 X[ x[x[x[x][ x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 275725|2017-04-07_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 275724 |2017-04-13_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 273640|2017-04-23_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x]x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272897|2017-03-05_13gs 13 X[ x[x[x[x[ x [ x| x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272896|2017-03-04_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 272893|2017-01-27_11gs 11 x| x[x[x|[x] x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 272892|2017-03-28_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272891|2017-02-25_11gs 11 X[ x[x[x|[x][ x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/NAPO/ 272890|2017-03-14_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/ORELLANA/ 272889 |2017-03-25_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 272888|2017-03-21_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272886]2017-05-18_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 272885|2017-03-22_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232989 |2016-03-16_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232988|2016-03-10_11gs 11 X[ x[x[x][x X [ x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 232986]2016-04-21_13gs 13 X[ x[x[x[x[ x [ x| x X [ x [ x| x[x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 232553 |2016-05-22_11gs 11 x| x[x[x[x][ x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 232542|2016-05-21_11gs 11 x| x[x[x|[x] x X X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 201207]2015-06-01_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 200684 |2015-05-08_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 2006832015-02-05_11gs 11 X[ x[x[x][x X | x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CARAR/ 200682 |2015-06-29_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200681 |2015-05-14_13gs 13 X[ x[x[x|x[ x| x| x X [ x| x[x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200680 |2015-05-21_12gs 12 x| x[x[x[x X [ x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 197496]2015-08-06_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x [ x|x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 195876 |2015-04-25_11gs 11 x| x[x[x][x X | x X [ x [ x| x
H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 194962]2015-06-06_13gs 13 X[ x[x[x|[x[ x| x]x X [ x| x| x[x
H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 194961]2015-02-18_13gs 13 X[ x[x[x[x[ x [ x| x X [ x | x| x[x
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 194960 | 2015-06-05_12gs 12 X[ x[x[x[x][ x X [ x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9103/2022]|2022-01-04|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/3916/2021[2021-12-22|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/1062/2021]2021-12-29 |HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9112/2022]|2022-01-14|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9092/2021]2021-12-31|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/819/2021|2021-12-20 | HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/AZUAY/4287/2021]2021-11-26 | HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9107/2022]2022-01-06 | HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9089/2021[2021-12-31|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/1130/2022]2022-01-07 |HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x|x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/3922/2021]2021-12-26 | HA_12gs 12 X[ x [ x[x[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9064/2021]2021-12-15|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/827/2021|2021-12-31|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9077/2021[2021-12-27 |HA_12gs 12 X[ x[x[x[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9126/2022]|2022-01-26 | HA_12gs 12 X[ x[x[x[x[ x [ x|x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/1064/2021[2021-12-30 | HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9078/2021]2021-12-27 |HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x [ x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9082/2021]2021-12-28|HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x
A/Ecuador/GUAYAS/9083/2021|2021-12-28 | HA_12gs 12 X[ x[x[x|[x[ x| x| x X [ x [ x| x

Fuente: Alfredo Bruno, 2022
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En la tabla 3, ilustra los patrones de glicosilacién en la region de la hemaglutinina del subtipo
H3; en la primera columna detalla el nombre de las cepas o0 secuencias analizadas, en la
segunda columna indica el nUmero de sitios de glicosilacion presentes en cada una de las
muestras, de las columnas 3 a la 16, se detallan la ubicacion de 14 sitios de glicosilacion
ubicados en los genes de la HA identificadas y reportados en los ultimos 53 afios, los cuales
desempefian un papel muy importante en la dinAmica de evolucion viral (Huang et al.,
2017).La evolucion de los genes de la HA y NA influyen en la transmision del virus de la gripe,
esto incluye la deriva antigénica y la acumulacién de sitios de N- glicosilacion. (Pentiah et al.,
2014). La N-glicosilacion de la HA actla para enmascarar los epitopes antigénicos, limitar la
unién a los anticuerpos del huésped y equilibrar las actividades de la HA. (Arinaminpathy &
Grenfell, 2010)

Los sitios de N- glicosilacion de la HA en las secuencias ecuatorianas durante los afios 2021-
2022 mostraron el mismo numero de sitios con respecto a la Ultima recomendacion de la
formulacion de la vacuna de Influenza del hemisferio sur 2022-2023, realizada por la OMS, por
lo que se puede evidenciar que no existen diferencia de mutaciones en estas posiciones de

importancia para los sistemas de respuesta inmunologica.

Los sitios 8, 22, 38, 45, 63, 165, 246, 285, 483, fueron los mas conservados entre las muestras
analizadas en la region de la HA1 y se mantuvieron con un nivel de expresion estable durante
el periodo de estudio; la posicion 122 no se identificd en algunas secuencias del 2015 y 2016.
Los sitios 126, 133, 144, 158 fueron los méas variables debido probablemente a encontrase en
una zona con mayor presion inmunoldgica dentro de la hemaglutinina. (Arinaminpathy &
Grenfell, 2010).

La ubicacién 126, no se identificé en algunas secuencias del 2016 al 2019, pero si en otras
secuencias de los mismos afios, sin embargo, fue detectado en todas las secuencias del 2021
y 2022. La posicién 133 se identificé durante el periodo 2015 al 2022, sin embargo, se
presente de manera parcial en los afios 2017, 2018 y 2019. La posicién 144, se detect6 en
muy pocas muestras del afio 2015, al igual que en las cepas de referencia vacunal
recomendadas para el afio 2015 y 2016, en secuencias ecuatorianas desde el afio 2016 al
2022, esta mutacién 144 no fue identificada, por lo que se considera que este cambio de
glicosilacion se extinguid debido al proceso de evolucion viral. Finalmente, la ubicacion 158 se
ha identificado en los afios 2016 al 2019, no obstante, en las secuencias de los afios 2021 y
2022 no se observa en ninguna de las muestras de Ecuador y tampoco en la referencia
vacunal del 2022-2023.



Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador

Figura 4. Mutaciones de las N-Glicosilacion en la HA del subtipo A/H3N2
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Fuente: Huang, Z.-Z., Yu, L., Huang, P., Liang, L.-J., & Guo, Q., 2017.

La glicosilacion ligada a N, es una modificacién postransduccional comudn de las glicoproteinas
de los mamiferos, en la cual los oligosacéaridos se unen mediante enlaces N-glucosidicos al
residuo Asn del motivo de glicosilacion. Las mutaciones de los 14 sitios de N-glicosilacion en
la HA analizados en la tabla 3, se ilustran en la presente figura en la disposicion espacial en la
proteina de la HA y acorde al nimero descrito en las columnas, dentro de los cuales, la
mayoria de cambios, se encuentran dentro de la regiébn HA1l, debido a la alta presion
inmunologica recibida. Ademas, el cambio 483-485 fue el Gnico identificado en la region HA2,
cuya expresion y composicion se identificO de manera constante en todas las secuencias

analizadas durante los afilos de estudio.

Segun Huang et al., 2017, los sitios originales que aparecieron en 1968 hasta el afio 2016 y
aun se conservaron se encuentran de color verde, los sitios que dejaron de circular, se
identifican con el color rojo. Las mutaciones antigénicas se basan en sustituciones de
aminoacidos, donde el valor de la carga neta y el orden en los aminoacidos de cada epitopo
son importantes, asi como los aminoacidos cargados ubicados en el epitopo, deben
corresponder eléctrica y espacialmente a los ubicados en la region determinante de la
complementariedad del anticuerpo, algunas mutaciones que tengan carga similar pueden
causar repulsion eléctrica de la union del anticuerpo. La acumulacion de mutaciones de
epitopo antigénico podrian desencadenar en una epidemia, brote o afectar la efectividad de la
vacuna aplicada, de igual manera las mutaciones de aminoécidos pueden influir en la
patogenicidad viral hacia el huésped.
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En la figura se puede observar que los sitios de N-glicosilacion emergentes que se conservan
hasta la fecha se etiquetaron en color azul y luego desaparecieron en color cian.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178231.9g004

4.3 Analisis filogenético de la region de la Hemaglutinina entre los virus de Influenza H3.

Las secuencias ecuatorianas del gen HA se compararon con secuencias de nucleotidos
adicionales obtenidas a partir de GISAID (cita del articulo y/o sitio web). El andlisis y alineacion
fue realizado mediante el software Bioedit, el arbol filogenético fue desarrollado con el uso del
programa MEGA 11; en cuanto a la historia evolutiva se seleccioné el método de Neighbor-

Joining


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178231.g004
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Figura 5. Andlisis Filogenético region de la HA del subtipo A/H3N2
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Fuente: Alfredo Bruno 2022
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En el presente &rbol filogenético, se puede apreciar la presencia de los clados y grupos
genéticos conformados a partir de las secuencias analizadas, las muestras procedentes de
Ecuador presentan un color para permitir una mejor visualizacién, teniendo de color celeste
claro secuencias de los afios 2021-2022; color verde en las secuencias de Ecuador del afio
2019; color purpura para secuencias del afio 2018; color naranja para secuencias del afio
2017; color turquesa para secuencias del afio 2016; color rojo claro en secuencias del afio
2015 y color rojo oscuro para las secuencias de referencia vacunal. El resto de secuencias

utilizadas en el andlisis del resto de paises de Sudamérica se encuentran de color negro.

Entre las secuencias analizadas de Ecuador del 2015 y 2016, se identificé co-circulacién de
varios subclados en los grupos filogenéticos 3C, 3C.2a; 3C.3a y 3C.3, motivo por el cual,
existieron varias secuencias que no se encontraban relacionadas filogenéticamente con las
cepas recomendadas para la formulacién de los afios en mencion. A partir del afio 2017 se
identifica el subclado 3C.2al, adicional a los subclados 3C.2a; 3C.3a y 3C.3. Durante el afio
2018 emerge el subclado 3C.2alb.1, el cual predomino en el afio 2019 y 3C.2a2.

Se puede apreciar claramente como la mayoria de secuencias de los afios 2021 y 2022 de
Ecuador se encuentran agrupadas en el subclado genético 3C.2alb.2a.2 y cercanas
genéticamente a secuencias pertenecientes a los paises de la region sudamericana. Una
secuencia del afio 2022 del Peru se agrupo en el subclado 3C.2alb.2a.1, también se identificd

una secuencia de Brasil del afio 2022 en el subclado 3C.2alb.2.

En cuanto a las relaciones evolutivas de los taxones, utilizando el método Neighbor Joining
mostrando el &rbol 6ptimo, las longitudes de ramas se encuentran en las mismas unidades
que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias
evolutivas se calcularon usando el método de Maxima Verosimilitud Compuesta y se
encuentran en las unidades del numero de sustituciones de base por sitio. Este analisis
involucro a 177 secuencias de nucleétidos. Las posiciones de coddn incluidas fueron
12+22+32+Sin codificacién. Fueron eliminados todas las posiciones ambiguas para cada par de
secuencias (opcion de eliminacion por pares). Hubo un total de 1651 posiciones en el conjunto
de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron con el uso del programa MEGA 11. La
fiabilidad de los &rboles se estimd utilizando 1000 réplicas bootstrap. (Saitou N. and Nei M.
1987; Felsenstein J. 1985; Tamura K., Nei M., and Kumar S. 2004; Tamura K., Stecher G., and
Kumar S. 2021).
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Figura 6. Evolucion molecular del Virus de Influenza regién H3-Ecuador 2015-2022.
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Fuente: Alfredo Bruno 2022; Nextclade. https://clades.nextstrain.org/tree, 2022

La figura 5 ilustra los diferentes clados y subclados del subtipo H3 procedentes del Ecuador y
se puede evidenciar la evolucion a través del tiempo. Los clados y ramas del arbol se
encuentran representados por colores, al final de cada nodo y hoja del arbol, se encuentran
descrito mediante una linea de puntos el afio en el cual fueron identificadas las secuencias
genéticas con la finalidad de determinar el periodo de circulacion por variantes genéticas. Se
puede observar una gran variabilidad genética para el subtipo H3 entre las secuencias
analizadas de Ecuador durante el periodo de estudio. En concordancia con las figuras y tablas
presentados en la presente investigacion, se identifican afios que circularon subclados en
diversos grupos genéticos, durante el afio 2015 se agruparon secuencias en 4 ramas
diferentes, el 2016 en 3 diversas ramas, el afio 2017 de igual manera se obtuvieron
secuencias procedentes de 3 ramas del arbol filogenético distintas, el 2018 en 4 ramas
distintas, el 2019 también se identific6 en 3 grupos diferentes, sin embargo durante los afios
2021 y 2022, estas secuencias fueron agrupadas en una sola rama del arbol filogenético, lo
gue evidencia una menor evolucién del virus en los Gltimos 2 afios debido probablemente a la
introduccién del virus pandémico del SARS CoV-2 en la poblacibn mundial, asi como las
medidas de prevencion, cuarentena aislamiento y limitaciones de movilidad que se
implementaron en casi todos los paises de nivel global.


https://clades.nextstrain.org/tree
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Tabla 4. Analisis comparativo de aminoacidos entre secuencias de Ecuador 2022 con
respecto a A/Darwin/9/2021 NH.2022-2023/SH.2022

A/Darwin/9/2021 HA - H3 Ecuador 2022
HA1:Q33R HA1:Q33R
HA1:S45N HA1:S45N

MUTACIONES IDENTIFICADAS EN LA RECOMENDACIONAL VACUNAL
HA1:T48I HA1:T48| 2022-2023 Y NO PRESENTES EN LAS SECUENCIAS DE ECUADOR 2022
HA1:G50E HA1:G50E
HALE62G [ HALDSIN(DEON) ]
HA1:K83E HA1:E62G
HA1:K92R HA1:K83E
HA1:Y94N HA1:K92R
HA1:N121K HA1:Y94N
HA1:D122N HA1:N121K
HA1:T131K HA1:D122N
HA1:5S138A HA1:T131K
HA1:K140I HA1:5138A
HA1:R142G HA1:K140I
HA1:N144S HA1:R142G
HA1:N145S HA1:N144S
HA1:H156S HA1:N145S
HA1:K158N HA1:H156S
HA1:F159N HA1:K158N
HA1:K160I HA1:F159N
HA1:1164Q HA1:K160I
HA1:N171K HA1:L164Q
HA1:K173Q HA1:N171K
HA1:V186N HA1:K173Q
HA1:N189K
HA1:D190N HA1:N189K
HA1:F193S HA1:D190N
HA1:Y195F HA1:F193S
HA1:A198S HA1:Y195F
HA1:T212A HA1:A198S
HA1:N225G HAL:T212A
HA1:N278K
HA1:N312S HA1:N278K
HA2:132R HA1:N312S
HA2:N46D HA2:132R
HA2:177V HA2:N46D
HA2:R121K
HA2:G155E
HA2:D160N
HA2:1193M HA2:R121K
HA2:vV200I HA2:G155E
HA2:D160N
HA2:1193M
HA2:V200I

Fuente: Alfredo Bruno, 2022
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En la tabla namero 4, se ilustra un andlisis comparativo de cambios de aminoacidos
identificados entre la recomendacion de la OMS en la formulacion vacunal de H3N2 para el
2022 y 2023 (A/Darwin/9/2021), mediante el uso de la herramienta Nextclade, se identifico las
mutaciones de amino&cidos entre las secuencias ecuatorianas del afio 2022. En la primera
columna se puede observar los cambios de amino&cidos presentes en la cepa vacunal, los
cuales, se encuentran resaltados de color naranja y en la segunda columna se detalla los
cambios de aminoacidos con respecto a A/Darwin/9/2021, los cuales se encuentran resaltados
de verde. El resto de cambios de aminoacidos que no presentan coloraciébn son comunes
entre la recomendacién de la vacuna y las secuencias ecuatorianas de la regiéon de la
hemaglutinina del subtipo H3 analizadas en Ecuador. De las 42 mutaciones identificadas en
A/Darwin/9/2021, 40 se encuentran presentes en las secuencias de Ecuador lo que evidencia
la similitud genética con la formulacion recomendada para el hemisferio norte y sur 2022-2023.
Adicionalmente, se identificaron 4 mutaciones en la region HA1l y 4 mutaciones en la regién
HA2 de las secuencias ecuatorianas del afio 2022: HA1:D53N; HA1:V186D; HA1:N225D;
HAZ2:G50R; HA2:1108V; HA2:K179N; HA1:V4A; HA2:Q27HA

La mutacion D53N ha sido relacionada a efectos sobre la interface de oligomerizacién viral,
sitios de reconocimiento del anticuerpo y la union al ligando (Boonnak et al., 2021). Por su
parte. el cambio V186D, sido asociada en virus H5 como un mutante de escape parcial y
mejora la union al SA-2,6 Gal, el cual es la especificidad del receptor humano (Chen et al.,
2009). Se ha reportado que esta posicién de cambio se encuentra asociada a cambios con la

deriva antigénica/mutante de escape, virulencia y cambio de especificidad del huésped.

La mutacidbn N225D, se ha descrito que altera la especificidad del receptor de la célula
huésped desde el alfa-2,6 humano para incluir también el acido sialico alfa-2,3 de tipo aviar,
gue es mas comun en las células humanas ciliadas del tracto respiratorio inferior (Liu et al.
2010). Aunque esta mutacion se ha encontrado en mayores proporciones en los casos graves,
es importante considerar que esta mutacion también puede producirse como adaptacion a los
procesos de cultivo en huevos embrionados o cultivo celular, sin embargo, es de relevancia si
se encuentra en la muestra original como acontecio en la secuencia analizada en el presente
trabajo, adicionalmente se encuentra asociada a cambios en la interface de oligomerizacion

viral, afectacion en los sitios de reconocimiento de anticuerpos.

Acorde a lo descrito en la plataforma epiflu.org disponible en https://platform.epiflu.org/.2022,
los cambios HA2:G50R, HA2:1108V; HA2:K179N; HA1:V4A; HA2:Q27H, se han observado en


https://platform.epiflu.org/.2022
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las estructuras resueltas de las proteinas de cepas relacionadas, con variaciones en los sitios
de reconocimiento de anticuerpos, en la interfaz de oligomerizacion viral, unién de proteinas al

huésped y en la unién de pequefios ligandos.

4.4 Conclusiones

En Ecuador puede observar una alta diversidad genética; representado por los clados y
subclados: 3C; 3C.2a; 3C.3a; 3C.2al; 3C.2alb.1; 3C.2a2; 3C.2alb.2. En el afio 2015 co-
circularon los linajes 3C.2a; 3C.3a y 3C.3; los 3C.2a, que se encuentran relacionados con la
cepa utilizada para el afio siguiente del hemisferio norte y sur de los afios 2016 al 2018 y solo
las secuencias agrupadas en los linajes 3C.3a coincidieron con la recomendacion del
hemisferio sur 2015 y hemisferio norte 2015-2016, por lo que podriamos inferir que los
clados/subclados se encontraban circulando en el Ecuador previo a la formulacion

recomendada.

En el afio 2016 se identificaron la co-circulacion de los subclados 3C.2a; 3C.3a, los mismos
gque se encuentran relacionadas con las formulaciones de la vacuna para el afio
2016.Muestras del afio 2017 se detectaron los subclados 3C.2a; 3C.3a, 3C.2al. Existen 2
grupos filogenéticos principales uno de los cuales, se agrupa con A/Singapore/INFIMH-16-
0019/2016 (NH-2018-2019; SH-2018 del subclado 3C.2al), sin embargo, existe el otro grupo
genético relacionado con el subclado 3C.2a.Las muestras del afio 2018 se encuentran
relacionadas filogenéticamente con los subclados 3C.2al; 3C.2alb.l; 3C.2a2. Se
identificaron secuencias genéticas que se agruparon con distintas recomendaciones vacunales
de afios posteriores, entre ellas: A/HongKong/45/2019  (NH-2020-2021) vy
A/Hong_Kong/2671/2019 (SH-2021), por lo que se puede concluir que durante al afio 2018, se
adelanto la circulacion del virus a la recomendacion vacunal. Existe otro grupo filogenético del

afio que se relacioné con la formulacion del hemisferio sur para el afio 2018.

Durante al afio 2019 se identific6 un predominio de 3C.2alb.1 y una secuencia agrupada
dentro del subclado 3C.2alb.2, sin embargo, las cepas recomendadas se encuentran dentro
de los grupos 3C.3al para el hemisferio norte y 3C.2alb.2 para el hemisferio sur. No se
identific6 ninguna secuencia del subtipo H3 durante el afio 2020. Es importante destacar que
desde el afio 2021, durante el presente estudio se identific6 exclusivamente el subclado
3C.2alb.2 hasta la actualidad, los cuales se encuentran relacionados filogenéticamente con la
recomendacion de la vacuna, esta poca divergencia del virus podria deberse a la presencia de
la pandemia del COVID-19 y las medidas de contencion aplicadas a nivel mundial, las cuales
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afectaron la propagacion de los virus respiratorios y por ende a las dindmicas de evolucion

viral.

Los cambios de aminoacidos en la region de la hemaglutinina del subtipo H3, tienen un rol
muy importante en la evolucion viral, lo cual puede causar un gran impacto en salud publica y
en sus principales estrategias de prevencién y control como es la vacunacion. Es necesario
describir la variabilidad de las posiciones de los cambios de N-glicosilacion para comprender
los mecanismos de evolucién, la patogénesis de la enfermedad y los mecanismos de
respuesta del virus frente a las vacunas. En este trabajo se identificaron los sitios de
glicosilacion con sustituciones entre los residuos de aminoacidos de manera convergentes
entre la recomendacion de la vacuna del hemisferio norte 2022 — 2023, hemisferio sur 2022 y
las secuencias ecuatorianas del 2019 hasta el 2022. Esto evidencia la similitud de los
subclados circulantes en Ecuador con respecto a la recomendacion vacunal de la OMS. Sin
embargo, se identificaron mutaciones adicionales en las secuencias ecuatorianas que no

estuvieron presentes en la cepa vacunal.

La mayor cantidad de mutaciones fueron identificadas en los residuos de aminoacidos en la
region de unién al receptor de HA1, que es donde se identificaron la mayor cantidad de
cambios de nucledtidos, estas mutaciones pueden alterar la preferencia de union de influenza
por ende, es necesario fortalecer la vigilancia gendémica de virus respiratorios de manera
sistemética y rutinaria, que permita generar una mejor comprension referente a la evolucion y
variacion genética del virus, como un requisito previo para mejorar la estrategia de prevencion
control y respuesta a la influenza mediante la vacunacion y otras medidas de prevencion en
salud publica para disminuir el impacto y la propagacion del virus en la poblacion asi como
posibles reordenamiento genético que pueda dar origen a un nuevo tipo o subtipo del virus con

potencial epidémico - pandémico.
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6. ANEXOS:

Anexo 1. Diferencia de aminoacidos entre las cepas vacunales y los clados de la region de la

Hemaglutinina Ecuador

Isolate # Positions Different

A/Darwin/9/2021 NH.2022-

2023/SH.2022

A/Cambodia/e0826360/2020 9 156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 198, 225

NH.2021-2022

A/Hong Kong/2671/2019 17 | 83,94, 128, 131, 135, 137, 138, 156, 159, 164, 186, 190,

SH.2021/NH.2020-2021/SH2020 195, 219, 225, 522, 529

A/Kansas/14/2017 Dec F wF|3a|HA 25 | 62,83,91,92,94, 121,128, 131, 138, 144, 156, 159, 160,

NH.2019-2020 164, 171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 478, 484, 522,
529

vidrl A/South Australia/34/2019 Feb 14 | 83, 94, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 219, 225,

wF|2alb 131K|HA SH.2019 347,522

A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 18 | 62, 83, 92,94, 131, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

NH.2018-2019/SH.2018/SH.2017 194, 195, 311, 479, 522,529

A/Switzerland/8060/2017 Dec 23 | 62,83,92,94,96, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186,

wF|2a2|HA SH.2018egg 190, 193, 195, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529

A/Hong Kong/4801/2014 Feb F 22 | 62,83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

wF|2a|HA NH.2017-2018/NH.2016- 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

2017/SH.2016/SH.2015

A/Switzerland/9715293/2013 Dec F 26 | 3,62,83,92,94,121, 128,131, 138, 144, 156, 159, 160,

wF|3a|HA NH.2015-2016/SH.2014 164,171, 186, 190, 193, 195, 225, 326, 406, 484, 489,
522,529

A/Texas/50/2012 Apr e wF|Root|HA 28 | 3,62,83,92,94, 121, 128, 131, 142, 144, 145, 156, 159,

NH.2014-2015/NH.2013-2014 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 198, 219, 225, 406,
484, 489,522,529

A/HongKong/45/2019 18 | 83,94, 128, 131, 135, 137, 138, 156, 159, 160, 164, 186,

SH.2021/NH.2020-2021/SH.2020.cell 190, 195, 225, 312,522,529

A/Perth/10/2010_NH.2013/SH.2010 36 | 3, 33,45, 48, 53,62, 83,92,94, 121, 131, 142, 144, 145,
156, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 198, 219,
223, 225, 230, 278, 280, 312, 406, 484, 489, 522, 529

A/Victoria/361/2011_NH.2012- 27 | 3,33,62,83,92,94, 121,131, 142, 144, 145, 156, 159,

2013/SH.2012

160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 278, 406, 484,
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489, 522, 529

H3 HA ECUADOR/IBARRA/ 19 | 31, 83, 94, 128, 131, 135, 140, 156, 159, 160, 164, 186,
628769|2019-12-27 190, 193, 195, 225, 505, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 14 | 83,94, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193, 195, 219, 225,
402491|2019-11-23 347,522

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
357824]2019-01-15 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
355743]2018-12-04 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
355742]2019-01-10 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
355741]2018-11-20 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
355740|2018-12-20 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
355739]2018-12-26 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 17 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

355738]2018-12-07

195, 223, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/
355737|2019-01-04

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/
355736]2019-01-03

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
355735|2018-12-27

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
353709|2019-01-11

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA
353708]2019-01-20

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/
349956|2019-01-10

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
349898|2019-01-14

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/
349761|2019-01-12

16

83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529
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H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347939|2019-01-03 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347936]2019-01-04 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347935]2019-01-13 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347933]2019-01-10 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347929|2018-12-16 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 16 | 83,94, 128, 131, 135, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,

347927]2019-01-16 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 18 | 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190,

320332|2018-03-16 193, 195, 197, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 24 | 62,83,92,94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186,

320331|2018-05-26 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529,
530

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 24 | 62,83,92,94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186,

320330(2018-04-21 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529,
530

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 24 | 62,83,92,94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186,

320329|2018-03-20 190, 193, 195, 212, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529,
530

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 22 | 62,83,92,94, 121, 142, 156, 159, 160, 164, 171, 186,

299991|2018-01-09 190, 193, 195, 225, 261, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 21 | 58,62, 83,94, 131, 142, 156, 158, 159, 160, 164, 186,

299890(2017-12-17 190, 193, 195, 197, 225, 408, 516, 522, 529

H3 HA 20 | 62, 83,92,94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186,

ECUADOR/GUAYAS/_277506]2017- 190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529

02-26

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 20 | 62, 83,92,94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186,

277505|2017-03-28 190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 27 | 5,53,83,91,92,94,121, 128, 131, 138, 144, 156, 159,

275726]2017-03-07 160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 242, 326, 406,
484,522,529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 18 | 58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190,

275725|2017-04-07 193, 195, 197, 225, 522, 529
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H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/
275724|2017-04-13

20

62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186,
190, 193, 195, 225, 259, 311, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
273640]2017-04-23

22

62, 83,92,94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186,
190, 193, 195, 198, 225, 311, 323, 509, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
272897]2017-03-05

18

58, 62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190,
193, 195, 197, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
272896|2017-03-04

17

53, 62, 83,94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190,
193, 195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/
272893|2017-01-27

27

5,53,83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159,
160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 312, 326, 406,
484,522,529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/
272892|2017-03-28

27

5,53, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159,
160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 261, 326, 406,
484,522,529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
272891|2017-02-25

26

5,53, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159,
160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 326, 406, 484,
522,529

H3 HA ECUADOR/NAPO/
272890|2017-03-14

16

62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/ORELLANA/
272889]2017-03-25

26

5,53, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159,
160, 164, 171, 186, 190, 195, 219, 225, 326, 406, 484,
522,529

H3 HA ECUADOR/CANAR/
272888|2017-03-21

20

62, 83, 92, 94, 121, 131, 156, 159, 160, 164, 169, 186,
190, 193, 195, 198, 225, 311, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
272886|2017-05-18

16

62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/
272885]2017-03-22

17

62, 83, 94, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 186, 190, 193,
195, 225, 329, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/
232989|2016-03-16

26

62, 83,92, 94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 169,
171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 261, 276, 311, 406,
484,522,529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/
232988|2016-03-10

23

62,83,92,94, 121, 124, 131, 142, 156, 159, 160, 164,
171, 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CANAR/
232986(2016-04-21

23

62,83, 92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,
186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/
232553|2016-05-22

24

62, 83,91, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160,
164,171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 484, 522, 529
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H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ 24 | 62,83,91,92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160,
232542|2016-05-21 164, 171, 186, 190, 195, 225, 326, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/CARNAR/ 22 | 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,
201207|2015-06-01 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 23 | 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 164, 171, 186,
200684 |2015-05-08 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529, 532

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ 31 | 3,5,62,83,92,94, 112, 121, 122, 128, 131, 144, 156,

200683|2015-02-05

157, 159, 160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 347,
406, 484, 489, 522, 529, 531, 534

H3 HA ECUADOR/CANAR/ 22 | 62,83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

200682|2015-06-29 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 24 | 62,83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

200681|2015-05-14 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529,
532

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 26 | 62,83,92,94, 121, 124, 131, 142, 156, 159, 160, 164,

200680(2015-05-21 171, 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 462, 484,
522,529, 532

H3 HA ECUADOR/CANAR/ 22 | 62,83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

197496|2015-08-06 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 27 | 3,62,83,92,94, 121, 124, 128, 131, 138, 144, 156, 159,

195876|2015-04-25

160, 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 326, 347, 406,
484,522,529

H3 HA ECUADOR/CANAR/ 24 | 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

194962 |2015-06-06 186, 190, 193, 195, 197, 225, 311, 406, 484, 522, 529,
532

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 22 | 62, 83,92,94, 121, 131, 142, 156, 159, 160, 164, 171,

194961|2015-02-18 186, 190, 193, 195, 225, 311, 406, 484, 522, 529

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 26 | 3,62, 83, 92,94, 121, 128, 131, 138, 144, 156, 159, 160,

194960 |2015-06-05 164, 171, 186, 190, 193, 195, 225, 300, 326, 406, 484,
522,529

A/Ecuador/GUAYAS/9103/2022]2022 |5 | 53,186, 225, 437, 508

-01-04|HA

A/Ecuador/GUAYAS/3916/2021]|2021 |5 | 53,186, 225, 437, 508

-12-22|HA

A/Ecuador/GUAYAS/1062/2021]|2021 |5 | 53,186, 225, 437, 508

-12-29|HA

A/Ecuador/GUAYAS/9112/2022]2022 | 6 | 53,186, 225, 356, 437, 508
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-01-14|HA

A/Ecuador/GUAYAS/9092/2021|2021
-12-31|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/819/2021|2021-
12-20|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/AZUAY/4287/2021|2021-
11-26|HA

53, 186, 225, 278, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9107/2022|2022
-01-06 |HA

53, 186, 225, 379, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9089/2021 2021
-12-31|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/1130/2022 2022
-01-07|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/3922/2021|2021
-12-26|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9064/2021 2021
-12-15|HA

53, 186, 225, 278,437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/827/2021|2021-
12-31|HA

53, 186, 225, 278,437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9077/2021|2021
-12-27|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9126/2022 2022
-01-26|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/1064/2021|2021
-12-30|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9078/2021|2021
-12-27|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9082/2021 2021
-12-28|HA

53, 186, 225, 437, 508

A/Ecuador/GUAYAS/9083/2021|2021
-12-28|HA

53, 186, 225, 437, 508
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Anexo 2. Diferencia entre sitios de glicosilacion de cepas vacunales y clados region HA
Ecuador

Strain # | 8|22 |38 |45 |63 | 122 | 126 | 133 | 144 | 158 | 165 | 246 | 285 483

A/DARWIN/9/2021 NH.2022- | 12 | X | X | X | X | X | X X X X X X X
2023/SH.2022_12GS

A/CAMBODIA/E0826360/2020 NH.2021- [ 12 | X | X | X | X | X | X X X X X X X
2022_12GS
A/HONG KONG/2671/2019 | 10 | X | X [ X [ X [ X [ X X X X X

SH.2021/NH.2020-2021/SH2020_10GS

A/KANSAS/14/2017 DEC F WFBAHA [ 11 | X | X [ X | X | X | X X X X X X
NH.2019-2020_11GS

VIDRL A/SOUTH AUSTRALIA/34/2019 FEB | 13 | X | X | X | X | X | X X X X X X X X
WF|2A1B 131K|HA SH.2019_13GS

A/SINGAPORE/INFIMH-16-0019/2016 2| X[ X | X | X | X | X X X X X X X
NH.2018-2019/SH.2018/SH.2017_12GS

A/SWITZERLAND/8060/2017 DEC | 13 | X [ X | X | X | X | X X X X X X X X
WF|2A2|HA SH.2018EGG_13GS

A/HONG KONG/4801/2014 FEB FI13 | X | X [ X | X | X [X X X X X X X X
WF|2A|HA NH.2017-2018/NH.2016-
2017/SH.2016/SH.2015_13GS

A/SWITZERLAND/9715293/2013 DEC F |12 | X | X | X | X | X | X X | X X | X | X |X
WF|3A|HA NH.2015-2016/SH.2014_12GS

AITEXAS/50/2012 APR E WFROOTHA | 12 | X | X | X | X | X | X X X X X X X
NH.2014-2015/NH.2013-2014_12GS

A/HONGKONG/45/2019 SH.2021/NH.2020- | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
2021/SH.2020.CELL_11GS

A/PERTH/10/2010_NH.2013/SH.2010_12GS | 12 | X | X | X X | X X X X X X X X

A/VICTORIA/361/2011_NH.2012- WX | X | X | X | X | X X X X X X X X
2013/SH.2012_13GS

H3 HA ECUADORJ/IBARRA/ 628769[2019- | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
12-27_11gs
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [|X X | X | X [ X [X

402491[2019-11-23_13gs

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 357824|2019-01- | 11 | X | X [ X [ X [ X [ X X X X X X
15 11gs
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H3 HA  ECUADOR/CHIMBORAZO/
355743[2018-12-04_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
355742(2019-01-10_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
355741|2018-11-20_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X [ X [X [X
355740[2018-12-20_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
355739|2018-12-26_11gs

H3 HA  ECUADORICHIMBORAZO/ | 10 | X | X | X | X | X | X X | X | X |X
355738|2018-12-07_10gs

H3 HA  ECUADORICHIMBORAZO/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
355737|2019-01-04_11gs

H3  HA  ECUADORICHIMBORAZO/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X [ X |[X [X
355736/2019-01-03_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X [ X [X [X
355735[2018-12-27_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X [ X |[X [X
353709|2019-01-11_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
353708[2019-01-20_11gs

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 349956[2019- | 11 | X | X | X [ X | X | X X X X X X
01-10_11gs
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X [ X | X X X X X X

349898|2019-01-14_11gs

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
349761[2019-01-12_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X | X | X [X [X
347939|2019-01-03_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
347936/2019-01-04_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X [ X [ X | X | X | X X | X [ X [X [X
347935[2019-01-13_11gs

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 347933]2019-01- | 11 | X | X [ X [ X [ X [ X X X X X X
10_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
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347929|2018-12-16_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X X X X
347927|2019-01-16_11gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [X X | X | X | X [X
320332|2018-03-16_13gs

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 13 | X | X | X [ X [ X [ X X X X X X X X
320331|2018-05-26_13gs

H3 HA  ECUADORICHIMBORAZO/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X | X X | X | X | X [X
320330[2018-04-21_13gs

H3  HA  ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 13 | X | X | X | X | X | X |[X [X X | X [ X [Xx [X
320329|2018-03-20_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [|X X | X [ X |[X [X
299991|2018-01-09_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [|X X | X | X | X [X
299890|2017-12-17_13gs

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/_277506[2017- | 13 | X | X | X | X | X | X X X X X X X X
02-26_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 277505[2017- | 13 | X [ X [ X [ X [ X [ X X X X X X X X
03-28_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 275726[2017- | 11 | X | X | X [ X | X | X X X X X X
03-07_11gs
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 13 | X | X | X [ X [ X [ X X X X X X X X

275725[2017-04-07_13gs

H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 13 | X | X | X | X | X | X |X |X X | X | X | X |X
275724|2017-04-13_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [|X X | X | X [X [X
273640[2017-04-23_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [X X | X | X | X [X
272897|2017-03-05_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X [ X | X [ X | X | X |X [|X X | X [ X [X [X
272896|2017-03-04_13gs

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 272893[2017- | 11 | X | X | X | X | X | X X X | X | X |X
01-27_11gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 2728922017- | 11 | X | X | X | X | X | X X X | X | X |Xx
03-28_11gs
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X | X | X |X

272891[2017-02-25_11gs
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H3 HA ECUADOR/NAPO/ 272890|2017-03-
14_12gs

H3 HA ECUADOR/ORELLANA/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X | X | X |X
272889|2017-03-25_11gs

H3 HA ECUADOR/CARAR/ 272888[2017- | 12 | X | X | X | X | X | X [|X |X X | X | X |X
03-21_12gs
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X | X [X X | X | X | X [X

272886[2017-05-18_13gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 13 | X | X | X | X | X | X X X X X X X X
272885|2017-03-22_13gs

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232989|2016- | 13 | X | X | X [ X | X | X X X X X X X X
03-16_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 232988|2016- | 11 | X | X | X | X [ X X X X X X X
03-10_11gs
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 232986|2016- | 13 | X [ X | X | X [ X | X X X X X X X X
04-21_13gs
H3 HA ECUADOR/CHIMBORAZO/ | 11 | X | X | X | X [ X | X X X X X X

232553|2016-05-22_11gs

H3  HA  ECUADORICHIMBORAZO/ | 11 | X | X | X | X | X | X X X | X | X [X
232542|2016-05-21_11gs

H3 HA ECUADOR/CANAR/ 201207[2015- | 13 | X | X | X | X | X | X [|X | X X | X | X | X [X
06-01_13gs
H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 12 | X | X | X | X | X | X | X [|X X | X | X |Xx

200684|2015-05-08_12gs

H3 HA ECUADOR/PICHINCHA/ | 11 | X | X | X | X | X X | X X | X | X [X
200683|2015-02-05_11gs

H3 HA ECUADORJ/CANAR/ 200682|2015- | 13 [ X [ X [ X [ X [ X | X X X X X X X X
06-29_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200681]2015- | 13 | X | X | X [ X | X | X X X X X X X X
05-14_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 200680[2015- | 12 | X | X [ X [ X [ X X X X X X X X
05-21_12gs
H3 HA ECUADOR/CANAR/ 197496|2015- | 13 [ X [ X [ X | X [ X | X X X X X X X X
08-06_13gs
H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 195876[2015- | 11 | X | X [ X [ X [ X X X X X X X
04-25_11gs

H3 HA ECUADORJ/CANAR/ 194962|2015- | 13 [ X [ X [ X [ X [ X | X X X X X X X X
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06-06_13gs

H3 HA ECUADOR/AZUAY/ 194961|2015-02- | 13 | X | X X X X X X X X X X X X
18 13gs

H3 HA ECUADOR/GUAYAS/ 194960(2015- | 12 | X [ X | X | X | X | X X X X X X X
06-05_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9103/2022|2022-01- 12 | X | X X X X X X X X X X X
04|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/3916/2021|2021-12- 122 [ X | X | X | X | X [ X X X X X X X
22|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/1062/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
29|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9112/2022|2022-01- 12 | X | X X X X X X X X X X X
14|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9092/2021|2021-12- 122 [ X | X | X | X | X [ X X X X X X X
31|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/819/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
20|HA_12gs

A/Ecuador/AZUAY/4287/2021|2021-11- 122 [ X | X | X | X | X [ X X X X X X X
26|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9107/2022|2022-01- 12 | X | X X X X X X X X X X X
06|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9089/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
31|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/1130/2022|2022-01- 12 | X | X X X X X X X X X X X
07|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/3922/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
26|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9064/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
15|HA_12gs

AJ/Ecuador/GUAYAS/827/2021|2021-12- L2 [ X | X | X [ X | X [X X X X X X X
31|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9077/2021|2021-12- 12 | X | X X X X X X X X X X X
27|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/9126/2022|2022-01- 12 | X | X X X X X X X X X X X
26|HA_12gs

A/Ecuador/GUAYAS/1064/2021|2021-12- L2 [ X | X | X | X | X [X X X X X X X
30|HA_12gs
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A/Ecuador/GUAYAS/9078/2021|2021-12-
27|HA_12gs

AJEcuador/GUAYAS/9082/2021|2021-12- 2 [ XX [ X | X [X [X [xX |X X | X | X |X
28|HA_12gs
AJEcuador/GUAYAS/9083/2021|2021-12- L2 [ XX [ X | X [X [X [X |X X | X | X |X

28|HA_12gs
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Anexo 3. Script para realizar grafico Muller Plot en R

library(MullerPlot)
ATRIBUTO = read.csv(file.choose())

ATRIBUTO =
read.csv('C:/Users/alfre/OneDrive/Escritorio/TS/PUCE/FINAL/ATRIBUTOSS.csV', sep =",")

POBLACION = read.csv(file.choose())

POBLACION =
read.csv('C:/Users/alfre/OneDrive/Escritorio/TS/PUCE/FINAL/population.datalist.csv', sep = ;")

summary(ATRIBUTO)

summary(POBLACION)

data("ATRIBUTO")

data(ATRIBUTO)

ATRIBUTO

POBLACION

layout(matrix(c(1,2), nrow = 1), widths = ¢(0.8, 0.2))

par(mar=c(3, 3, 1, 0))

m.plot <- Muller.plot(attributes = ATRIBUTO, population.data = POBLACION,
data.method = "list", time.interval.method = "linear",mgp=c(2,0.5,0))

plot(0,0,axes = F)

par(mar=c(0, 0, 0, 0))

legend("right", legend = m.plot$name,col = as.character(m.plot$color),pch = 19)



