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_Resumo

A análise antigénica e genética dos vírus da gripe é um dos principais 
objetivos da vigilância da gripe. Na época de 2015/2016, foram carate-
rizadas antigénica e geneticamente, 210 e 139 estirpes virais, respetiva-
mente, a partir de amostras biológicas recebidas através do Programa 
Nacional de Vigilância da Gripe e da Rede Portuguesa de Laboratórios 
para o Diagnóstico da Gripe. Os vírus do subtipo A(H1)pdm09, predomi-
nantes em circulação nesta época foram antigenicamente semelhantes à 
estirpe incluída na vacina antigripal 2015/2016. A sua caraterização gené-
tica revelou que a maioria pertence ao novo subgrupo genético 6B.1 com 
4 importantes alterações na sequência peptídica da hemaglutinina em re-
lação à estirpe vacinal. Os vírus B/Victoria, detetados no fim da epidemia 
de gripe, apesar de pertencerem ao grupo 1A apresentam já alguma di-
vergência antigénica e genética em relação à estirpe B/Brisbane/60/2008 
que será incluída na vacina antigripal para 2016/2017. Os vírus do sub-
tipo A(H3), detetados em numero reduzido ao longo da época distribuí-
ram-se pelos grupos genéticos 3C.2a e 3C.3a, com 7 e 2 substituições 
de aminoácidos importantes em relação à estirpe vacinal 2015/2016, res-
pectivamente. Os vírus A(H3) caraterizados foram semelhantes antigeni-
camente à futura estirpe vacinal 2016/2017.

_Abstract

Antigenic and genetic analysis of inf luenza vi ruses is one of the main 
object ives of inf luenza surve i l lance. Dur ing 2015/2016 season were 
ant igenical ly and genetical ly character ized 210 and 139 vira l stra ins, 
respective ly, f rom biological products received in the scope of the 
National Program for Inf luenza Surve i l lance and from the Por tuguese 
Laborator ies Network for the Diagnosis of Inf luenza. Viruses from 
A(H1)pdm09 subtype, predominant in c irculat ion this season, were 
ant igenical ly s imi lar to the stra in included in the 2015/2016 inf luenza 
vaccine. Their genetic character izat ion revealed that most of them 
belong to the new genetic subgroup 6B.1 with 4 impor tant changes 
in hemagglut in in peptide sequence when compar ing to the vaccine 
stra in. B/Victor ia vi ruses, detected at the end of inf luenza epidem-
ics, despite be longing to the group 1A, present some antigenic and 
genetic diversi ty in re lat ion to B/Br isbane/60/2008 which wi l l be in-
cluded in the 2016/2017 inf luenza vaccine. Subtype A(H3) vi ruses, de-
tected in reduced numbers throughout the season, have clustered in 
3C.2a and 3C.3a genetic groups, with 7 and 2 impor tant amino acid 
substi tut ions in re lat ion to the vaccine stra in 2015/2016. Character-
ised A(H3) vi ruses were ant igenical ly s imi lar to the future 2016/2017 
vaccine stra in.

_Introdução e objetivo

A vigilância laboratorial da gripe em Portugal tem como obje-

tivo principal, não só a deteção dos vírus da gripe em circula-

ção, mas também a sua caraterização antigénica e genética. 

Utilizando os métodos virológicos convencionais e a biologia 

molecular, o Laboratório Nacional de Referência para o Vírus 

da Gripe e Outros Vírus Respiratórios (LNRVG) do Instituto Na-

cional de Saúde Doutor Ricardo Jorge analisa os vírus da gripe 

detetados em ambas as vertentes: antigénica e genética. Esta 

monitorização é essencial para que o LNRVG possa responder 

à sua função de Laboratório Nacional de Referência, atribuída 

pela Organização Mundial de Saúde, e assumir a sua respon-

sabilidade como laboratório coordenador da Rede Portuguesa 

de Laboratórios para o Diagnóstico da Gripe (RPLDG). O pre-

sente estudo descreve as caraterísticas antigénicas e genéti-

cas dos vírus da gripe identificados em Portugal no inverno de 

2015/2016.

_Material e métodos

Durante a época de vigilância da gripe de 2015/2016, o LNRVG 

pesquisou a presença do vírus da gripe em 1107 exsudados 

nasofaríngeos, com origem nas redes que suportam a vigilân-

cia laboratorial da gripe: Rede Médicos-Sentinela, Rede de 

Serviços de Urgência, Rede de Serviços de Obstetrícia e 

Projecto EuroEVA (Efetividade da vacina antrigripal na Europa). 

O diagnóstico laboratorial foi efetuado por RT-PCR multiplex 

em tempo real, permitindo a deteção e identificação dos tipos 

e subtipos do vírus da gripe [A(H1)pdm09, A(H3), B/Yamagata 

e B/Victoria]. Os laboratórios da RPLDG efetuaram a pesquisa 

do vírus da gripe igualmente por metodologias de biologia 

molecular. Para a caraterização antigénica procedeu-se ao 

isolamento viral em linha celular MDCK-Siat1 e à inibição da 
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hemaglutinação por antissoros monoclonais para as estirpes 

vacinais e de referência. A caraterização genética foi baseada 

na sequenciação pelo método de Sanger da região codificante 

da subunidade HA1 da hemaglutinina. A análise filogenética foi 

efetuada utilizando o programa MEGA6 (1).

_Resultados

A presença do vírus da gripe foi detetado em 41% (449/1107) 

destes casos de síndroma gripal. A Rede Portuguesa de La-

boratórios para o Diagnóstico da Gripe (RPLDG) efetuou a 

pesquisa laboratorial do vírus da gripe em 7443 amostras res-

piratórias, tendo detetado em 1458 (1458/7443; 20%) amos-

tras o vírus da gripe (2).

Os vírus da gripe caraterizados na época 2015/2016 refletem a 

circulação dos tipos e subtipos dos vírus da gripe detetados no 

início, período epidémico e final da época gripal. Uma seleção 

de 146 amostras respiratórias de casos de infeção respiratória 

grave e positivas para o vírus da gripe provenientes da RPLDG 

foi recebida no LNRVG para caraterização antigénica e genéti-

ca dos vírus da gripe.

O vírus A(H1)pdm09 constituiu a maioria (90,4%) dos vírus da 

gripe detetados, tendo cocirculado na fase final da epidemia de 

gripe com o vírus do tipo B (linhagem Victoria). Os vírus A(H3) e 

B (linhagem Yamagata) foram detetados ao longo da época em 

número reduzido.

Caraterização 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)pdm09 e semelhantes antigenicamente à estirpe vaci-

nal de 2015/2016, A/California/7/2009 (Figura 1). Os vírus 

do tipo B (l inhagem Victoria), detetados essencialmente no 

f inal da época de gripe, foram distintos da estirpe vacinal de 

2015/2016, B/Phuket/3073/2013 (da linhagem Yamagata). Os 

vírus B/Victoria caraterizados (20/210; 10%) apresentaram 

também alguma divergência antigénica quando comparados 

com a futura estirpe vacinal 2016/2017 para o hemisfério 

norte, B/Brisbane/60/2008 (gráfico 1). Foram ainda carate-

rizadas antigenicamente 3 estirpes virais do subtipo A(H3) 

e uma do vírus B da linhagem Yamagata, todas distintas 

antigenicamente das estirpes incluídas na vacina antigripal 

2015/2016 (gráfico 1). Das 3 estirpes virais A(H3), uma 

foi semelhante à futura estirpe vacinal 2016/2017, A/Hong 

Kong/4801/2014, enquanto que para os outros 2 vírus A(H3) 

não foi encontrada qualquer semelhança com as estirpes va-

cinais e de referência estudadas.

Caraterização 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 vírus da gripe: 108 do subtipo 

H1pdm09, 17 B/Victoria, 10 A(H3) e 4 B/Yamagata.

Todos os vírus A(H1) pandémicos caraterizados geneticamente 

(figura 1) pertencem ao grupo genético 6B (representados pela 

estirpe de referência 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 vírus 

do novo subgrupo 6B.1 começaram a ser detetados a partir da 

semana 51/2015 (dezembro 2015) e no gene da hemaglutinina 

(subunidade HA1) foram observadas 11 substituições de amino-

ácidos quando comparado com a estirpe A/California/7/2009 

(estirpe vacinal), sendo que 4 dos aminoácidos se encontram 

em locais antigénicos da glicoproteína viral (S162N, K163Q, 

S185T, S203T).
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Gráfico 1: Caraterização antigénica dos vírus da gripe, inverno 
2015/2016.
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AH3 NO CAT - V írus da gr ipe A(H3) di ferentes antigenicamente de A /Hong 

Kong/4801/2014 e de A /Switzer land/9715293/2013. BYam NO CAT - V írus da 

gr ipe B ( l inhagem Yamagata) d i ferentes antigenicamente de B/Phuket /3073/2013. 

BVic NO CAT - V írus da gr ipe B ( l inhagem Victor ia) d i ferentes antigenicamente de 

B/Br isbane/60/2008.
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Figura 1: Árvore filogenética dos vírus da gripe A(H1)pdm09, baseada no gene 
da hemaglutinina (subunidade HA1).
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Árvore filogenética obtida pelo método da Máxima Ve-
rosimilhança segundo o modelo Hasegawa-Kishino-
Yano de distâncias evolutivas com 500 réplicas de 
bootstrap. Os vírus caraterizados estão representa-
dos a vermelho. As estirpes de referência estão repre-
sentadas a preto. A estirpe vacinal 2015/2016 está 
sublinhada a amarelo. São mostrados os valores de 
bootstrap superiores a 50.  - casos considerados 
imunizados;  - casos graves ou internados. Algu-
mas estirpes de referência têm indicado o seu grupo 
filogenético entre parêntesis (baseado na filogenia do 
gene da hemaglutinina).
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As 17 estirpes do vírus B/Victoria caraterizadas (figura 2) foram 

detetadas em circulação na fase final da epidemia de gripe, 

entre as semanas 4 e 14 de 2016 ( janeiro a abril 2016). Todas 

as estirpes pertenciam ao grupo genético 1A (representado 

pela estirpe vacinal 2016/2017, B/Brisbane/60/2008) e apresen-

tavam de 2 a 3 substituições na sequência polipeptídica da he-

maglutinina em relação a B/Brisbane/60/2008, encontrando-se 

pelo menos uma num local antigénico (N129D).
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Figura 2: Árvore filogenética dos vírus da gripe B/Victoria, baseada no gene da hemaglutinina (subunidade HA1).

Árvore f i logenética obtida pelo método da Máxima 
Verosimilhança segundo o modelo Hasegawa-
Kishino-Yano de distâncias evolutivas com 500 
réplicas de bootstrap. Os vírus caraterizados 
estão representados a vermelho. As estirpes de 
referência estão representadas a preto. A estirpe 
vacinal 2016/2017 está sublinhada a verde. São 
mostrados os valores de bootstrap superiores a 50. 
 - casos graves ou internados. Algumas estirpes 
de referência têm indicado o seu grupo f i logenético 
entre parêntesis (baseado na f i logenia do gene da 
hemaglutinina).
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As 10 estipes virais do subtipo A(H3) agruparam-se em 2 dife-

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 vírus do grupo 3C.3a re-

velaram 3 substituições de aminoácidos relativamente a 

A/Switzerland/9715293/2013, das quais 2 em locais antigénicos 

(E50K e Y94E). Por sua vez, os vírus 3C.2a revelaram 10 substi-

tuições de aminoácidos em relação à estirpe vacinal 2015/2016, 

das quais 7 em locais antigénicos (A128T, S138A, G142K/R, 

S159Y, K160T, Q197R/K, Q311H).
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Figura 3: Árvore filogenética dos vírus da gripe A(H3), baseada no 
gene da hemaglutinina (subunidade HA1). 

Árvore f ilogenética obtida pelo método da Máxima 
Verosimilhança segundo o modelo Hasegawa-
Kishino-Yano de distâncias evolutivas com 500 
réplicas de bootstrap. Os vírus caraterizados 
estão representados a vermelho. As estirpes 
de referência estão representadas a preto. As 
estirpes vacinais 2015/2016 e 2016/2017 estão 
sublinhadas a amarelo e a verde, respetivamente. 
São mostrados os valores de bootstrap superiores 
a 50.  - casos graves ou internados. Algumas 
estirpes de referência têm indicado o seu grupo 
filogenético entre parêntesis (baseado na filogenia 
do gene da hemaglutinina).
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Por último, as 4 estirpes do vírus B/Yamagata caraterizadas 

geneticamente pertenciam ao grupo genético 3 (representado 

pela estirpe vacinal 2015/2016, B/Phuket/3073/2013) e todas 

apresentaram a substituição L172Q, sendo que a estirpe 

B/Lisboa/151/2015 apresentou 2 substituições adicionais 

(M71T e G238R, esta última em local antigénico).

_Discussão e conclusão

No inverno 2015/2016, o vírus da gripe predominante (406/449; 

90,4%) em circulação foi o A(H1)pdm09, que se mostrou seme-

lhante à estirpe vacinal A/California/7/20093. A maioria dos 

vírus 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 países europeus, quando 

comparado com os vírus do grupo 6B.2, também emergente 

na época 2015/2016 na Europa e hemisfério norte (2,4).

Os vírus do tipo B foram na sua maioria da linhagem 

Victoria, antigenicamente distinta da estirpe vacinal 

B/Phuket/3073/2013, situação observável também na Europa 

e América do norte (4-6). Acrescente-se que, estes vírus apre-

sentam já alguma divergência antigénica relativa à estirpe va-

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

Por sua vez, os vírus A(H3) em estudo foram antige-

nicamente distintos da estirpe vacinal 2015/20163 – 

A/Switzerland/9715293/2013 mas  semelhantes à estirpe 

vacinal para 2016/2017 – A/Hong Kong/4801/2014 (7), Este 

subtipo viral foi detetado com baixa frequência na Europa 

(à exceção da Eslovénia onde foi o predominante) (8,9). Não 

foram observadas diferenças nas sequências nucleotídica 

da região HA1 entre os casos provenientes de cuidados de 

saúde primários e casos mais graves da doença, resultantes 

dos internamentos hospitalares. Situação semelhante ob-

servou-se nos casos de gripe entre a população vacinada e 

não vacinada.
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