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_Resumo

A analise antigénica e genética dos virus da gripe é um dos principais
objetivos da vigilancia da gripe. Na época de 2015/2016, foram carate-
rizadas antigénica e geneticamente, 210 e 139 estirpes virais, respetiva-
mente, a partir de amostras biologicas recebidas através do Programa
Nacional de Vigilancia da Gripe e da Rede Portuguesa de Laboratérios
para o Diagndstico da Gripe. Os virus do subtipo A(H1)pdm09, predomi-
nantes em circulagdo nesta época foram antigenicamente semelhantes a
estirpe incluida na vacina antigripal 2015/2016. A sua caraterizagao gené-
tica revelou que a maioria pertence ao novo subgrupo genético 6B.1 com
4 importantes alteragdes na sequéncia peptidica da hemaglutinina em re-
lacdo a estirpe vacinal. Os virus B/Victoria, detetados no fim da epidemia
de gripe, apesar de pertencerem ao grupo 1A apresentam ja alguma di-
vergéncia antigénica e genética em relagao a estirpe B/Brisbane/60/2008
que serd incluida na vacina antigripal para 2016/2017. Os virus do sub-
tipo A(H3), detetados em numero reduzido ao longo da época distribui-
ram-se pelos grupos genéticos 3C.2a e 3C.3a, com 7 e 2 substituigdes
de aminoacidos importantes em relagéo a estirpe vacinal 2015/2016, res-
pectivamente. Os virus A(H3) caraterizados foram semelhantes antigeni-
camente a futura estirpe vacinal 2016/2017.

_Abstract

Antigenic and genetic analysis of influenza viruses is one of the main
objectives of influenza surveillance. During 2015/2016 season were
antigenically and genetically characterized 210 and 139 viral strains,
respectively, from biological products received in the scope of the
National Program for Influenza Surveillance and from the Portuguese
Laboratories Network for the Diagnosis of Influenza. Viruses from
A(H1)pdmO09 subtype, predominant in circulation this season, were
antigenically similar to the strain included in the 2015/2016 influenza
vaccine. Their genetic characterization revealed that most of them
belong to the new genetic subgroup 6B.1 with 4 important changes
in hemagglutinin peptide sequence when comparing to the vaccine
strain. B/Victoria viruses, detected at the end of influenza epidem-
ics, despite belonging to the group 1A, present some antigenic and
genetic diversity in relation to B/Brisbane/60/2008 which will be in-
cluded in the 2016/2017 influenza vaccine. Subtype A(H3) viruses, de-
tected in reduced numbers throughout the season, have clustered in
3C.2a and 3C.3a genetic groups, with 7 and 2 important amino acid
substitutions in relation to the vaccine strain 2015/2016. Character-
ised A(H3) viruses were antigenically similar to the future 2016/2017
vaccine strain.

_Introdugéo e objetivo

A vigilancia laboratorial da gripe em Portugal tem como obje-
tivo principal, ndo sé a detecédo dos virus da gripe em circula-
cdo, mas também a sua caraterizac@o antigénica e genética.
Utilizando os métodos virologicos convencionais e a biologia
molecular, o Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus
da Gripe e Outros Virus Respiratorios (LNRVG) do Instituto Na-
cional de Saude Doutor Ricardo Jorge analisa os virus da gripe
detetados em ambas as vertentes: antigénica e genética. Esta
monitorizacdo é essencial para que o LNRVG possa responder
a sua fungao de Laboratério Nacional de Referéncia, atribuida
pela Organizacdo Mundial de Salde, e assumir a sua respon-
sabilidade como laboratério coordenador da Rede Portuguesa
de Laboratérios para o Diagnostico da Gripe (RPLDG). O pre-
sente estudo descreve as carateristicas antigénicas e genéti-
cas dos virus da gripe identificados em Portugal no inverno de
2015/2016.

_Material e métodos

Durante a época de vigilancia da gripe de 2015/2016, o LNRVG
pesquisou a presencga do virus da gripe em 1107 exsudados
nasofaringeos, com origem nas redes que suportam a vigilan-
cia laboratorial da gripe: Rede Médicos-Sentinela, Rede de
Servicos de Urgéncia, Rede de Servicos de Obstetricia e
Projecto EuroEVA (Efetividade da vacina antrigripal na Europa).
O diagnéstico laboratorial foi efetuado por RT-PCR multiplex
em tempo real, permitindo a detecao e identificagao dos tipos
e subtipos do virus da gripe [A(H1)pdm09, A(H3), B/Yamagata
e B/Victoria]. Os laboratérios da RPLDG efetuaram a pesquisa
do virus da gripe igualmente por metodologias de biologia
molecular. Para a caraterizacdo antigénica procedeu-se ao
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hemaglutinag@o por antissoros monoclonais para as estirpes
vacinais e de referéncia. A caraterizacdo genética foi baseada
na sequenciagao pelo método de Sanger da regido codificante
da subunidade HA1 da hemaglutinina. A analise filogenética foi
efetuada utilizando o programa MEGAG (1),

_Resultados

A presenca do virus da gripe foi detetado em 41% (449/1107)
destes casos de sindroma gripal. A Rede Portuguesa de La-
boratérios para o Diagnostico da Gripe (RPLDG) efetuou a
pesquisa laboratorial do virus da gripe em 7443 amostras res-
piratérias, tendo detetado em 1458 (1458/7443; 20%) amos-
tras o virus da gripe ().

Os virus da gripe caraterizados na época 2015/2016 refletem a
circulagao dos tipos e subtipos dos virus da gripe detetados no
inicio, periodo epidémico e final da época gripal. Uma selecao
de 146 amostras respiratorias de casos de infe¢ao respiratoria
grave e positivas para o virus da gripe provenientes da RPLDG
foi recebida no LNRVG para caraterizagéo antigénica e genéti-
ca dos virus da gripe.

O virus A(H1)pdm09 constituiu a maioria (90,4%) dos virus da
gripe detetados, tendo cocirculado na fase final da epidemia de
gripe com o virus do tipo B (linhagem Victoria). Os virus A(H3) e
B (linhagem Yamagata) foram detetados ao longo da época em
numero reduzido.

Caraterizagdo antigénica

Ao longo da época de gripe 2015/2016, foram isolados e
caraterizadas antigenicamente 210 estirpes virais. A maio-
ria (186/210; 89%) das estirpes virais foram do subtipo
A(H1)pdmO09 e semelhantes antigenicamente a estirpe vaci-
nal de 2015/2016, A/California/7/2009 (Figura 1). Os virus
do tipo B (linhagem Victoria), detetados essencialmente no
final da época de gripe, foram distintos da estirpe vacinal de
2015/2016, B/Phuket/3073/2013 (da linhagem Yamagata). Os
virus B/Victoria caraterizados (20/210; 10%) apresentaram
também alguma divergéncia antigénica quando comparados
com a futura estirpe vacinal 2016/2017 para o hemisfério
norte, B/Brisbane/60/2008 (grafico 1). Foram ainda carate-
rizadas antigenicamente 3 estirpes virais do subtipo A(H3)
e uma do virus B da linhagem Yamagata, todas distintas
antigenicamente das estirpes incluidas na vacina antigripal
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2015/2016 (grafico 1). Das 3 estirpes virais A(H3), uma
foi semelhante a futura estirpe vacinal 2016/2017, A/Hong
Kong/4801/2014, enquanto que para os outros 2 virus A(H3)
nado foi encontrada qualquer semelhanca com as estirpes va-
cinais e de referéncia estudadas.

Gréfico 1: [ Caraterizag&o antigénica dos virus da gripe, inverno

2015/2016.
n=210
A/California/7/2009 (H1)pdm

186; 89%

BYam NO CAT
1;0,4%

AH3 NO CAT_/ |_A/Hong Kong/4801/2014 (H3)
2; 1% 1,0,4%

AH3 NO CAT - Virus da gripe A(H3) diferentes antigenicamente de A/Hong
Kong/4801/2014 e de A/Switzerland/9715293/2013. BYam NO CAT - Virus da
gripe B (linhagem Yamagata) diferentes antigenicamente de B/Phuket/3073/2013.
BVic NO CAT - Virus da gripe B (linhagem Victoria) diferentes antigenicamente de
B/Brisbane/60/2008.

Caraterizagdo genética

Durante a epidemia de gripe de 2015/2016, entre as semanas
47/2015 (novembro 2015) e 14/2016 (abril 2016) foram carate-
rizados geneticamente 139 virus da gripe: 108 do subtipo
H1pdmQ9, 17 B/Victoria, 10 A(H3) e 4 B/Yamagata.

Todos os virus A(H1) pandémicos caraterizados geneticamente
(figura 1) pertencem ao grupo genético 6B (representados pela
estirpe de referéncia A/South Africa/3626/2013), sendo que a
maioria (88/108; 81,4%) agrupou no novo subgrupo genético
6B.1 (representado pela estirpe A/New York/61/2015). Os virus
do novo subgrupo 6B.1 comegaram a ser detetados a partir da
semana 51/2015 (dezembro 2015) e no gene da hemaglutinina
(subunidade HA1) foram observadas 11 substituicdes de amino-
4cidos quando comparado com a estirpe A/California/7/2009
(estirpe vacinal), sendo que 4 dos amino&cidos se encontram
em locais antigénicos da glicoproteina viral (S162N, K163Q,
S185T, S203T).
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Figura 1: /1 Arvore filogenética dos virus da gripe A(H1)pdm09, baseada no gene

da hemaglutinina (subunidade HA1).

Arvore filogenética obtida pelo método da Maxima Ve-
rosimilhanga segundo o modelo Hasegawa-Kishino-
Yano de distancias evolutivas com 500 réplicas de
bootstrap. Os virus caraterizados estdo representa-
dos a vermelho. As estirpes de referéncia estao repre-
sentadas a preto. A estirpe vacinal 2015/2016 esta
sublinhada a amarelo. S&o mostrados os valores de
bootstrap superiores a 50. \/ - casos considerados
imunizados; &3 - casos graves ou internados. Algu-
mas estirpes de referéncia tém indicado o seu grupo
filogenético entre paréntesis (baseado na filogenia do
gene da hemaglutinina).
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As 17 estirpes do virus B/Victoria caraterizadas (figura 2) foram pela estirpe vacinal 2016/2017, B/Brisbane/60/2008) e apresen-

detetadas em circulagcdo na fase final da epidemia de gripe, tavam de 2 a 3 substituigoes na sequéncia polipeptidica da he-
entre as semanas 4 e 14 de 2016 (janeiro a abril 2016). Todas maglutinina em relagéo a B/Brisbane/60/2008, encontrando-se
as estirpes pertenciam ao grupo genético 1A (representado pelo menos uma num local antigénico (N129D).

Figura 2: [ Arvore filogenética dos virus da gripe B/Victoria, baseada no gene da hemaglutinina (subunidade HA1).

B/Lisboa/152/2015 &

Arvore filogenética obtida pelo método da Maxima o B/Kanagawa /14/2015 (1A)
Verosimilhanca segundo o modelo Hasegawa- B/Lisboa/153/2015
Kishino-Yano de distancias evolutivas com 500 B/Hong Kong/1183/2015 (1A)
réplicas de bootstrap. Os virus caraterizados B/N"La‘y/izig/imf _‘;351516/2016
estdo representados a vermelho. As estirpes de — 7B/L:zbzz/:;mas;s;6/2016
referéncia estdo representadas a preto. A estirpe B/Lisboa/3/2016

vacinal 2016/2017 esta sublinhada a verde. Séo B/Lisboa/niRL96_15-16/2016

B/Lisboa/niRL142_15-16/2016

mostrados os valores de bootstrap superiores a 50.
B/Lisboa/niRL62_15-16/2016

#kd - casos graves ou internados. Algumas estirpes
de referéncia tém indicado o seu grupo filogenético
entre paréntesis (baseado na filogenia do gene da B/Lisboa/niRL140_15-16/2016

L B/Lisboa/niRL50_15-16/2016
hemaglutinina).
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As 10 estipes virais do subtipo A(H3) agruparam-se em 2 dife-

A/Switzerland/9715293/2013, das quais 2 em locais antigénicos
rentes grupos genéticos (figura 3): no grupo 3C.3a (representado
pela estirpe vacinal 2015/2016, A/Switzerland/9715293/2013) e
no grupo 3C.2a (representado pela estirpe vacinal 2016/2017,
A/Hong Kong/4801/2014). Os virus do grupo 3C.3a re-
velaram 3 substituicbes de aminoacidos relativamente a

(E50K e Y94E). Por sua vez, os virus 3C.2a revelaram 10 substi-
tuicdes de aminoacidos em relagao a estirpe vacinal 2015/2016,
das quais 7 em locais antigénicos (A128T, S138A, G142K/R,
S159Y, K160T, Q197R/K, Q311H).

A/South Africa/R3776/2015 (3C.2a)

A/Lisboa/niSU439_15-16/2016

A/Lisboa/niRL27/2015 (2014/2015)

A/Hong Kong/11713/2015 (3C.2a)
%boa/mMSZOJS—TB/ZOTS
55
A/Lisboa/6/2015 (2014/2015)

A/Lisboa/niRL19_15-16/2015 4]

Figura 3: [71 Arvore filogenética dos virus da gripe A(H3), baseada no
gene da hemaglutinina (subunidade HA1).

Arvore filogenética obtida pelo método da Maxima
Verosimilhanca segundo o modelo Hasegawa-

— A/Moscow/100/2015 (3C.2a)
—— A/Ukraine/6809/2015 (3C.2a)
A/Cameroon/15V-3538/2015 (3C.2a)

Kishino-Yano de distancias evolutivas com 500

réplicas de bootstrap. Os virus caraterizados g“ﬁﬁicéjss oy S ezt o0
estdo representados a vermelho. As estirpes K160T, N2250, Q311H " A/South Africa/R3948/2015 (3C.22)
de referéncia estdo representadas a preto. As SLisboa&/mm(2014/2015)
estirpes vacinais 2015/2016 e 2016/2017 estao A/Lisboa/niRL144_15-16/2016 &3
sublinhadas a amarelo e a verde, respetivamente.
Sao mostrados os valores de bootstrap superiores
a 50. #k3 - casos graves ou internados. Algumas
estirpes de referéncia tém indicado o seu grupo
filogenético entre paréntesis (baseado na filogenia
do gene da hemaglutinina).
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Por ultimo, as 4 estirpes do virus B/Yamagata caraterizadas
geneticamente pertenciam ao grupo genético 3 (representado
pela estirpe vacinal 2015/2016, B/Phuket/3073/2013) e todas
apresentaram a substituicdo L172Q, sendo que a estirpe
B/Lisboa/151/2015 apresentou 2 substituicbes adicionais
(M71T e G238R, esta Ultima em local antigénico).

_Discussdo e concluséo

No inverno 2015/2016, o virus da gripe predominante (406/449;
90,4%) em circulacao foi 0 A(H1)pdmO09, que se mostrou seme-
lhante a estirpe vacinal A/California/7/20093. A maioria dos
virus pandémicos (88/108; 81,5%) agrupou no novo subgrupo
genético 6B.1. Este novo subgrupo foi também o mais frequen-
temente detetado na maioria dos paises europeus, quando
comparado com 0s virus do grupo 6B.2, também emergente
na época 2015/2016 na Europa e hemisfério norte (2:4).

Os virus do tipo B foram na sua maioria da linhagem

Victoria, antigenicamente distinta da estirpe vacinal
B/Phuket/3073/2013, situacao observavel também na Europa
e América do norte (4-6). Acrescente-se que, estes virus apre-
sentam ja alguma divergéncia antigénica relativa a estirpe va-

cinal para 2016/2017 - B/Brisbane/60/2008 (7).

Por sua vez, os virus A(H3) em estudo foram antige-
nicamente distintos da estirpe vacinal 2015/20163 -
A/Switzerland/9715293/2013 mas semelhantes a estirpe
vacinal para 2016/2017 - A/Hong Kong/4801/2014 (7), Este
subtipo viral foi detetado com baixa frequéncia na Europa
(& excecdo da Eslovénia onde foi o predominante) (8:9). Nao
foram observadas diferencas nas sequéncias nucleotidica
da regi@ao HA1 entre 0s casos provenientes de cuidados de
salde priméarios e casos mais graves da doenca, resultantes
dos internamentos hospitalares. Situagdo semelhante ob-
Servou-se nos casos de gripe entre a populagdo vacinada e
ndo vacinada.
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