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_Introducéo e objetivo

A monitorizagdo continua das propriedades antigénicas e genéti-
cas dos virus da gripe € essencial, quer para a sele¢ao anual das
estirpes virais a incluir na vacina, quer para identificar novas linhas
de orientagéo da terapéutica antiviral. O presente estudo descreve
as carateristicas antigénicas e genéticas dos virus da gripe identi-
ficados em Portugal no inverno de 2014/2015.

_Material e métodos

Durante a época 2014/2015 foram estudados no Laboratério Na-
cional de Referéncia para o Virus da Gripe (LNRVG) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), 903 exsudados
da nasofaringe de doentes com sindrome gripal referenciados pela
Rede de Médicos-Sentinela, Servigos de Urgéncia e Obstetricia
e Projeto EuroEVA. Dos exsudados nasofaringeos estudados, fo-
ram identificados, por RT-PCR multiplex em tempo real, 498 casos
de infecao pelo virus da gripe. A Rede Portuguesa de Laborato6-
rios para o Diagnéstico da Gripe efetuou a pesquisa laboratorial
do virus da gripe em 3975 amostras respiratérias, tendo detetado
o virus da gripe em 771 amostras (1) Uma selegao de 190 amos-
tras respiratérias de casos de infegao respiratéria grave e positivas
para o virus da gripe foi enviada ao LNRVG para caraterizacéo an-
tigénica e genética.

Foram isoladas 204 estirpes dos virus da gripe em linhas celulares
MDCK-Siat1 e caraterizadas antigenicamente pela técnica de ini-
bicdo da hemaglutinacdo, utilizando antissoros monoclonais para

as estirpes vacinais e para as estirpes que circularam no inverno
2014/2015. Foi possivel caraterizar geneticamente 122 estirpes dos
virus da gripe através da sequenciagao da regiao HA1 do gene da
hemaglutinina viral. A analise filogenética foi efetuada utilizando o
programa MEGAG (2),

_Resultados

Os virus da gripe caraterizados na época 2014/2015 refletem a cir-
culacdo dos tipos e subtipos dos virus da gripe detetados. O virus
da gripe do tipo B da linhagem Yamagata, foi predominantemente
detetado em co-circulagédo com o virus da gripe do subtipo A(H3),
este Ultimo em niimero crescente no final do periodo epidémico. O
virus da gripe do subtipo A(H1) pdm09 foi detetado em reduzido nd-
mero e de forma esporadica.

Andlise antigénica

Das 204 estirpes dos virus da gripe isoladas, 178 séo do tipo B, das
quais apenas 2 (1%) se revelaram semelhantes a estirpe incluida na
vacina antigripal 2014/2015 (B/Massachusetts/02/2012).

A maioria das estirpes do tipo B (139, 68%) foi antigenicamente se-
melhante a estirpe B/Phuket/3073/2013 (estirpe viral selecionada
para integrar a vacina antigripal da época 2015/2016). As restantes
37 (20,8%) estirpes influenza B foram pouco reactivas com os anti-
soros B/Massachusetts/02/2012 e B/Phuket/3073/2013 (grafico 1).

A caraterizacdo antigénica das estirpes A(H3) foi dificulta-
da devido a diminuicdo da capacidade hemaglutinante destes
virus, impossibilitando a ligacdo aos glébulos vermelhos.
Por esta razao, das 204 estirpes dos virus da gripe isoladas
apenas foram caraterizadas 19 estirpes do virus da gripe A(H3),
das quais 16 reagiram ineficazmente com o antisoro vacinal
A/Texas/50/2012 e A/Switzerland/9715293/2013. As restantes 3
estirpes foram semelhantes a estirpe vacinal da época 2015/2016,
A/Switzerland/9715293/2013 (gréafico 1). As sete estirpes do virus
influenza A(H1)pdmQ9 revelaram-se antigenicamente semelhan-
tes a estirpe vacinal A/California/07/2009 (gréafico 1).
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Andlise genética

Dos 122 virus da gripe sequenciados, todos os virus do tipo B
(n=56) pertenciam ao grupo genético 3 da linhagem Yamagata
(representado pela estirpe de referéncia B/Phuket/3073/2013),
que difere do grupo genético 2, ao qual pertence a estirpe vaci-
nal B/Massachusetts/2/2012 contemplada na vacina antigripal
de 2014/2015 (quadro 1). Os virus B/Yamagata diferem da estir-
pe vacinal em pelo menos 11 substituicdes de aminoacidos na
hemaglutinina, sendo que 5 se encontram em locais antigénicos
da molécula: N116K (120-loop), S1501 (150-loop), N165Y (160-lo-
op), D196N e N202S e N202S (190-loop).

Dos 122 virus da gripe sequenciados, 56 do subtipo A(H3) per-
tenciam ao grupo genético 3C (representado pela estirpe
A/Texas/50/2012, contemplada na vacina 2014/2015) dividindo-se
em 3 subgrupos genéticos diferentes: 38 virus do subgrupo 3C.2a
(estirpe de referéncia do subgrupo: A/Hong Kong/5738/2014), 9
do subgrupo 3C.3 (A/Samara/73/2013) e 9 do subgrupo 3C.3b
(A/Newcastle/22/2014) (quadro 2). A maioria das substituicoes
observadas nos virus deste subtipo, em relagéo a estirpe vacinal
A/Texas/50/2012, ocorreram em locais antigénicos. Os virus que
mais divergiram geneticamente foram os do subgrupo 3C.3b, com
11 mutagOes em locais antigénicos, seguidos dos virus do sub-
grupo 3C.2a com 9 substituicdes em locais antigénicos.

Os virus do subgrupo 3C.3 apresentaram entre 6 a 9 substituicoes
de aminoacidos em locais antigénicos da hemaglutinina.
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Caraterizagdo antigénica dos virus influenza, 2014/2015.

L A/California/7/2009-like A(H1)pdm09

= A/Switzerland/9715293/2013-like A(H3)

L AH3 NO CAT

@w  B/Massachusetts/2/2012 B(Yamagata) clade?
L B/Phuket/3073/2013 B(Yamagata) clade3

t— BYam NO CAT

Foram caraterizados geneticamente 10 virus influenza A(H1)pdm09
dos 122 virus da gripe sequenciados. Todos os virus A(H1)pdm09
pertenciam ao subgrupo genético 6B, que integra a estirpe de refe-
réncia A/South Africa/3626/2013 (quadro 3). A maioria das estipes
virais A(H1)pdmQ9 apresentaram 8 substituicdes de aminoécidos
em relagdo a estirpe vacinal A/California/7/2009, sendo que trés
dessas substituicdes se apresentaram em locais antigénicos dife-
rentes da hemaglutinina: K163Q (local Sa), S185T (local Sb) e S203T
(local Cat).
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Quadro 1: [ Substituicées de aminodcidos observadas na subunidade HA1 da hemaglutinina dos virus
influenza B/Yamagata relativamente a estirpe vacinal do tipo B (B/Massachusetts/2/2012).

. L 120- {E[08 160- 190- 190-
Locais antigénicos loop loop 6189 loop loop

Aminoacidos HA1 (numeragéo B/Massachusetts/02/2012) | 34 48 87 88 108 16 125 150 1o 172 176 181 196 202 205 229 232 251 298 312
Estirpes virais Clade Obs.
B/Massachusetts/02/2012
B/Florida/4/2006 1 . R . K P . . . . . . T . S
B/Brisbane/3/2007 9 . . . . . . . . . . . T N
B/Estonia/55669/2011 . . . . N . .
B/Wisconsin/01/2010 R P . Y T N S D .
B/Phuket/3073/2013 3 R P K Y . T N S D E K
B/Hong Kong/3417/2014 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/5/2014 R P K Y T N S . D N \Y E K
B/Lisboa/6/2014 R P K Y . T N S E D N \Y E K
B/Lisboa/7/2014 R P K . Q T N S D . E K
B/Lisboa/niMS20/2014 R . P K Y . T N S D N \% E K
B/Lisboa/niSU16/2014 R A P K e T N S D . E K
B/Lisboa/niSU20/2014 R P K Y T N S D N \ E K
B/Lisboa/9/2014 R P K Y T N S D N \ E K
B/Lisboa/19/2014 R P K Y . T N S D N \ E K
B/Lisboa/niEVA15/2014 R P K ' Q T N S D E K
B/Lisboa/niMS30/2014 R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/12/2014 R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/10/2014 R P K ' Q T N S D E K
B/Lisboa/29/2014 (CHLC) R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/30/2014 (CHLC) L+ R P K " Q T N S D E K
B/Lisboa/14/2014 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/1/2015 R P K . Q T N S D . E K
B/Lisboa/2/2015 R P K - Q T N S D \Y E K
B/Lisboa/3/2015 R P K Y T N S D N \Y E K
B/Lisboa/25/2015 (ULSLA) 4] R P K Y . T N S D N % E K
B/Lisboa/niRL20/2015 (ULSLA) wkd R P K ' Q T N S D E K
B/Lisboa/77/2015 (CHCB) skl R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/78/2015 (CHCB) wkd R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/79/2015 (CHCB) i3 R P . Q T N S D E K
B/Lisboa/80/2015 (CHCB) ] R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/8/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/18/2015 v R P S Y B T N S D N V E K
B/Lisboa/38/2015 (CHCB) ] R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/41/2015 (CHCB) E+] R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/39/2015 3 R P K . Q T N S D . E K
B/Lisboa/6/2015 R P K Y T N S D N \Y E K
B/Lisboa/22/2015 . R P K Y . T N S D N \ E K
B/Lisboa/23/2015 A R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/4/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/11/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/123/2015 v R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL42/2015 (CHS) & R P K Y Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL43/2015 (CHS) & R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL44/2015 (CHS) &3 R P K " Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL45/2015 (CHS) L+ R P K 1 Q T N S D . E K
B/Lisboa/63/2015 (CHLC) 4] R P K Y . T N S D N \ E K
B/Lisboa/niRL101/2015 (H Cascais) 4] | R P K - Q T N S D | E K
B/Lisboa/niRL104/2015 (CHCB) k3 R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL127/2015 (CHCB) wkd R P K Y . T N S D N \ E K
B/Lisboa/niRL133/2015 (CHLC) skl R P K 1 Q T N S D \ E K
B/Lisboa/niRL135/2015 (CHLC) ] R P K . Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL147/2015 (CHCB) ] R P K Y Q T N S D E K
B/Lisboa/92/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/93/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/145/2015 (HDESPD) 4] R P K Y Q T N S D E K
B/Lisboa/105/2015 R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/115/2015 . R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/118/2015 A R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/146/2015 (HSEIT) C+ R P K - Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL175/2015 (HSEIT) 4] R P K " Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL177/2015 (CHLN) & R P K " Q T N S D E K
B/Lisboa/niRL188/2015 (CHAA) & R P K . Q T N S D E K

As substituigdes ocorridas em diferentes locais antigénicos estéo assinalados com diferentes cores. Clade - grupo genético; V - casos considerados imunizados;
&3 - casos graves ou internados.
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Quadro 2: [ Substituigées de aminoécidos observadas na subunidade HA1 da hemaglutinina dos virus
influenza A(H3) relativamente a estirpe vacinal A/Texas/50/2012.

Locais antigénicos CEEEE. BBBBBBBDD E C

Aminoacidos |3 5 31 - NeERVE 101 112022 128 LR s B 157 159 160 186 197 198 202 207 219 225 2l 269 291 &AEN 315 326

Estirpes Clade | Obs.

A/Texas/50/2012
A/Hong Kong/146/2013 3C.2
A/Hong Kong/5738/2014 3C.2a
A/Samara/73/2013 3C.3
A/Switzerland/9715293/2013 3C.3a T T . . .
A/Newcastle/22/2014 3C.3b P u . . n
A/Lisboa/niSU34/2014 v |
A/Lisboa/niSU61/2015 |
A/Lisboa/niSU63/2015 v |
|
|

» »

A/Lisboa/niSU68/2015
A/Lisboa/niEVA28/2015
A/Lisboa/niRL12/2015 (ULSLA) & e
A/Lisboa/niRL13/2014 (CHLN) & L .
A/Lisboa/niSU77/2015 |
A/Lisboa/nisU78/2015 |
A/Lisboa/niEVA63/2015 |
A/Lisboa/niEVA77/2015 \4 |
A/Lisboa/niEVA79/2015 v |
AlLisboa/niSU114/2015 | .
AlLisboa/niRL27/2015 (CHCB) & r. . . . . . . N
A/Lisboa/niEVA97/2015 |
A/Lisboa/niEVA117/2015 [ .

|

|

|

D n O N n N n DD
DO DD D DD DDDDDD DD DD =

A/Lisboa/niEVA133/2015
A/Lisboa/niEVA162/2015
AlLisboa/niRL74/2015 (CHCB)
A/Lisboa/niRL83/2015 (CHCB)
A/Lisboa/niRL117/2015 (CHCB)
A/Lisboa/niRL131/2015 (ULSLA)
A/Lisboa/niRL149/2015 (CHCB)
A/Lisboa/niEVA151/2015 |
A/Lisboa/niEVA211/2015 \4 |
AlLisboa/18/2015 |
A/Lisboa/niEVA235/2015 v |
AlLisboa/niEVA226/2015 |
A/Lisboa/3/2015 |
|
|
|
|
|
|

B T e T B R R e R R e R T e e I P R ] —

[ I I T R 7 RV BV R o R 7]
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B BB B B QQ
w n » 0 »
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AlLisboa/niRL46/2015 (CHS)
AlLisboa/niRL47/2015 (CHS)
AlLisboa/2/2015
AlLisboa/5/2015
AlLisboa/20/2015
AlLisboa/22/2015
A/Lisboa/niRL167/2015 (CHUC) @ |
A/Lisboa/niRL182/2015 (CHLN)
AlLisboa/niRL187/2015 (CHAA) a |
AlLisboa/niEVA67/2015
AlLisboa/niEVA140/2015 v
AlLisboa/1/2015
AlLisboa/4/2015
AlLisboa/niRL184/2015 (IPO) 303
AlLisboa/niRL66/2015 (CHCB) @
A/Lisboa/niRL30/2015 (CHCB)
A/Lisboa/niRL114/2015 (CHCB) @
AlLisboa/19/2015
A/Lisboa/niRL16/2015 (CHLC) F]
AlLisboa/niSU83/2015
A/Lisboa/niMS45/2015 v
AlLisboa/niRL132/2015 (CHLC) «
AlLisboa/11/2015 3C.3b
A/Lisboa/21/2015 (CHCB)
AlLisboa/28/2015 (CHUC) @
A/Lisboa/niRL178/2015 (CHLN)
AlLisboa/25/2015 (CHLN) @
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As substituicdes ocorridas em diferentes locais antigénicos estéo assinalados com diferentes cores. Clade - grupo genético; V' - casos considerados imunizados;
&3 - casos graves ou internados.
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Quadro 3: [ Substituigdes de aminoédcidos observadas na subunidade HA1 da hemaglutinina dos virus
influenza A(H1)pdmO09 relativamente & estirpe vacinal A/California/7/2009.

Locais antigénicos Cb Ca2 | <kl Sb  Sb [eENl
Aminoacidos HA1 | 30 &N 83 97 116 119 138 | [kl 183 185 186 | “ii| 215 234 249 256 257 269 283 321 323

Estirpes virais Clade Obs.

A/California/07/2009 P D S S |

A/St. Petersburg/27/2011 oA S N . T T . v
A/Hong Kong/5659/2012 S N R T T . L . v
A/Estonia/76677/2013 S N T T . | E v
A/Norway/1702/2013 6C . S N . T . T vV | . E \
A/Ghana/DILI-0618/2014 A S N M . T T T | . \ E \
A/South Africa/3626/2013 . .. 8§ N Q T T T E \ .
A/Belgium/1450350/2014 68 . S N Q T T T E \ T
A/Trencin/207/2014 S N Q T T T E .
A/Austria/789192/2014 S N Q T T T T E \
AlLisboa/6/2015 S N Q T T T E \
AlLisboa/9/2015 v S N Q T T T E v
AlLisboa/10/2015 v S N Q T T T E v
A/Lisboa/niMS135/2015 S N Q T T T E E vV
AlLisboa/7/2015 68 S N Q T T T E \
AlLisboa/niMS105/2015 S N Q T T T E v
AlLisboa/niEVA247/2015 N Q T T T E‘ vV
AlLisboa/14/2015 . . S N Q T T T E \
AlLisboa/15/2015 .. S N Q . T T T E \
AlLisboa/niRL183/2015 (IPO) .. S N Q P T T T E v

As substitui¢des ocorridas em diferentes locais antigénicos estdo assinalados com diferentes cores. Clade - grupo genético;

V - casos considerados imunizados.

_Concluséo e discusséo

Ao contrario do observado na maioria dos paises europeus, 0S
virus da gripe do tipo B predominaram em Portugal no inverno de
2014/2015. Apesar de todos os virus da gripe do tipo B pertencerem
ao grupo genetico 3 da linhagem Yamagata (B/Phuket/3073/2013),
revelaram uma importante diversidade antigénica. Os virus do tipo
B da linhagem Yamagata, detetados em circulac@o desde feverei-
ro de 2015 em todo o mundo, assemelharam-se genetica e antige-
nicamente a estirpe B/Phuket/3073/2013, representante do grupo
genético 3, estirpe esta que foi recomendada para incluir a vacina
antigripal de 2015/2016 do hemisfério norte (3:4).

Os virus do subtipo A(H3) distribuiram-se por 3 diferentes subgru-
pos genéticos, 3C.2a, 3C.3 e 3C.3b, sendo que a maioria pertencia
ao subgrupo 3C.2a (A/Hong Kong/5738/2014). A elevada diversida-
de genética revelou-se associada a variabilidade antigénica, uma
vez que a maioria das estirpes A(H3) n&o apresentou semelhan-
¢a com a estirpe vacinal 2014/2015, e apenas 3 das 19 estirpes
A(H3) apresentaram afinidade com a estirpe vacinal para a época
2015/2016, A/Switzerland/9715293/2013.

A nivel mundial a maioria das estirpes do virus da gripe A(H3), dete-
tadas até ao verao de 2015, pertence ao sub-grupo genético 3C.2a,
em co-circulagdo com um menor nimero de virus que pertencem
a0s sub-grupos 3C.3 e 3C.3b (4). A andlise antigénica revelou que 0s
virus mais frequentemente detetados (sub-grupo 3C.2a) assemelha-
ram-se a estirpe de referéncia A/Switzerland/9715293/2013 (3C.3a),
existindo, no entanto, estirpes que se distinguem antigenicamente
destas ltimas (3:4). As estirpes do virus da gripe A(H1)pdm09 mos-
traram semelhanca antigénica com a estirpe vacinal 2014/2015. A
nivel mundial os virus A(H1)pdm09 detetados até agosto de 2015
mantém-se antigenicamente homogéneos e semelhantes a estirpe
vacinal A/California/7/2009. A andlise das sequéncias gendmicas do
gene da hemaglutinina revelou que a maioria dos virus pertence ao
grupo genético 6B, a semelhanca das estirpes detetadas em Portu-
gal (34), Os virus recomendados para a vacina antigripal do inverno
2015/2016 séo: A/California/7/2009, A/Switzerland/9715293/2013 e
B/Phuket/3073/2013, que se assemelham as estirpes detetadas na
época de 2014/2015 em Portugall, sendo no entanto de salientar
que o subtipo A(H3) do virus da gripe mostrou a existéncia de uma
maior diversidade genética e antigénica.
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