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_A emergéncia de resisténcias aos antimicrobianos constitui uma
das grandes preocupacgdes de saude publica, sendo considerada
sempre que um novo medicamento é licenciado para uso clinico’).
No caso dos antivirais especificos para a gripe, a resisténcia pode
emergir ndo apenas como resultado do tratamento ou profilaxia com
o medicamento antiviral mas também espontaneamente na
comunidade(?). A possibilidade de emergéncia de estirpes de virus
influenza naturalmente resistentes, conjugada com a elevada e rapida
taxa de evolugdo que caracteriza estes virus, impde uma observagao
ativa e sustentada do perfil de suscetibilidade aos antivirais dos virus
influenza que circulam na populag&o. A realizacdo destas atividades de
observagao, individualmente em cada pais, contribui e é fundamental
para a representatividade e robustez dos dados analisados e reportados
pelos sistemas de vigilancia europeu (ECDC) e mundial (OMS), nos
quais se baseiam as recomendagdes para o uso destes antivirais na
pratica clinica.

_Em 2007 comecou a ser desenvolvido pela primeira vez em Portugal
um estudo na &rea da resisténcia aos antivirais especificos para a
gripe, com o principal objetivo de avaliar a suscetibilidade dos virus
influenza circulantes (retrospetivamente desde o Inverno 2004/2005)
aos trés antivirais autorizados para uso clinico a nivel nacional:
oseltamivir e zanamivir (inibidores da neuraminidase, NAI) e amantadina
(inibidor da proteina M2). Neste trabalho s@o apresentados de forma
resumida os principais resultados e conclusdes deste estudo,
abrangendo 7 épocas de Inverno, de 2004/2005 a 2010/2011, descritos

com maior detalhe em outras publicagdes da equipa de investigacao
(3,4,5)

_A avaliagdo laboratorial da suscetibilidade aos NAls inclui
uma componente fenotipica (valor de IC50) e uma componente genotipica
(sequenciagao da regido codificante completa da neuraminidase, NA,
e da hemaglutinina, HA). No total, foi avaliado o perfil fenotipico de
482 estirpes para o oseltamivir (117 A(H3N2), 93 A(H1N1) sazonal,
130 B, 142 A(H1N1)pdm09) e de 439 estirpes para o zanamivir
(112 A(H3N2), 68 A(H1N1) sazonal,117 B, 142 A(H1N1)pdm09).
Destas, 186 estirpes (50 A(H3N2), 61 A(H1N1) sazonal, 25 B,
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50 A(H1N1)pdm09) foram analisadas genotipicamente. A avaliagdo
da suscetibilidade & amantadina é definida genotipicamente (sequenciagao
do segmento da proteina M2 que inclui os 5 marcadores moleculares
de resisténcia: L26F; V27A/D; A30T; S31N e G34E), tendo sido realizada
num total de 322 estirpes (138 A(H3N2), 84 A(H1N1) sazonal,
117 A(H1N1)pdm09).

_Inibidores da Neuraminidase (NAls) - oseltamivir e zanamivir
Foram detetadas 27 (29%, N=93) estirpes do subtipo A(H1N1) sazonal
naturalmente resistentes ao oseltamivir, entre os Invernos 2007/2008
a 2008/2009, com base na extrema reducdo de suscetibilidade
observada a nivel fenotipico (170 a 650 vezes) e na presenca
do marcador genético de resisténcia clinica H275Y na sequéncia da
NA . Este resultado esté de acordo com a emergéncia e
transmissdo global de estirpes A(H1N1) sazonal resistentes ao
oseltamivir, detetada a partir de 2007/2008 e cuja razéo ainda néo se
encontra completamente esclarecida (). As mesmas condigdes de
resisténcia foram observadas em 1 estirpe da variante pandémica com
associacdo ao uso do antiviral num caso de suspeita de resisténcia
clinica . O marcador NA H275Y foi também identificado,
mas em 26,2% da populacgao viral, noutro caso de infecdo por
A(HIN1)pdm09 com suspeita de resisténcia clinica. Foram ainda
detetadas 3 estirpes com suscetibilidade reduzida a ambos os
NAls (oseltamivir e zanamivir), 1 estirpe de virus influenza do tipo B
de 2007/2008 e 2 estirpes da variante A(H1N1)pdm09 do periodo
pandémico. Estas estirpes apresentaram um valor de ICq, 2 a 4 vezes
superior a linha base e mutacdes na sequéncia da NA (NA D197N - B;
NA 1223V - A(H1N1)pdm09) ja associadas a uma reducdo na
suscetibilidade, embora com impacto clinico desconhecido

(7). A mutagdo NA N220K, localizada no
dominio catalitico da proteina, foi selecionada para estudos posteriores,
dada a sua presenca especifica em 3 estirpes de virus influenza do tipo
B com valores de ICg, 2 vezes superiores & linha base de suscetibilidade
para o oseltamivir.

_Amantadina

A resisténcia a amantadina foi observada em 49 estirpes A(H3N2)
(85,5%, N=138) dos Invernos de 2005/2006 a 2008/2009 e em todas
as estirpes A(HIN1)pdm09 analisadas, através da identificacdo do
marcador de resisténcia S31N na sequéncia da proteina M2.
Estes resultados encontram-se em conformidade com a situacao
observada a nivel mundial. Desde o Inverno 2002/2003 que o nimero
de estirpes A(H3N2) resistentes a amantadina isoladas a nivel mundial
foi aumentando exponencialmente, atingindo praticamente os 100% em
2008/2009. A combinag@o de um uso elevado deste medicamento
antiviral no Sudeste Asidtico com a ocorréncia de mutagcbes
compensatorias no genoma do virus é considerada como a causa mais
provéavel para o aumento abrupto no nimero de estirpes resistentes(®).
A variante A(H1N1)pdm09 é caracterizada desde a sua emergéncia por
uma resisténcia natural a amantadina, adquirida como resultado da
origem suina Euroasiatica do gene M que codifica para a proteina M2.
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Grafico 1: Perfil fenotipico de suscetibilidade ao oseltamivir (O) e ao zanamivir (Z) de estirpes de virus influenza que
circularam em Portugal entre os Invernos 2004/2005 a 2010/2011, apresentado por (sub)tipo/variante e época
de Inverno e com indicagéo das mutagdes especificas e relevantes identificadas a nivel genotipico.
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(Sub) Tipo ou variante de virus Influenza / Epoca de Inverno

Susceptivel - Inibicdo Normal (reducao <10x linha de base - Influenza A; redugéo <5x linha de base - Influenza B)
Inibigao normal mas outlier estatistico

I Inibigéo Reduzida (reducéo entre 10 - 100x linha de base - Influenza A; reducéo 5 - 50x linha de base - Influenza B)

I nibigéo E Reduzida (reducéo >100x linha de base - Influenza A; redugéo >50x linha de base - Influenza B)
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_Este estudo permitiu conhecer o perfil de suscetibilidade das estirpes
de virus influenza que circulam em Portugal aos medicamentos antivirais
oseltamivir, zanamivir e amantadina; observar e conhecer o padrdo de
variagcdo natural da suscetibilidade dos virus ao longo dos diferentes
Invernos, de acordo com o (sub)tipo/variante; detetar casos de emergéncia
natural de estirpes resistentes; e analisar e estudar casos com suspeita
de resisténcia clinica. Permitiu igualmente contribuir de modo ativo para
as recomendacdes e orientacdes técnicas elaboradas pelos grupos
europeu do ECDC e mundial da OMS (:10),
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