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RESUMO

As infecgdes por virus influenza sao uma importante causa de morbilidade em todos os
grupos etarios e estdo associados a uma elevada mortalidade nos idosos e nos
individuos pertencentes a grupos de risco.

No presente estudo analisaram-se os dados da vigilancia epidemiologica da gripe durante
o Inverno de 2000/2001. Os dados clinicos, epidemiologicos e virologicos referentes
aos casos de sindroma gripal foram recolhidos através do Programa Nacional de
Vigilancia da Gripe que se desenvolve em colaboracdo com a Direc¢do Geral da Satude
¢ integra a informag@o obtida a partir das redes Médicos-Sentinela e Servigos de
Urgéncia. A andlise dos dados recolhidos mostram que, durante a época de Inverno de
2000/2001, a actividade gripal foi baixa, sendo o periodo epidémico curto ¢ de pequena
intensidade e durag@o. As taxas de incidéncia do sindrome gripal subiram acima da
linha de base durante trés semanas e ndo ultrapassaram os 74 casos por 100 000
habitantes. Os virus influenza do tipo B foram predominantes, verificando-se a presenga
simultanea de virus influenza tipo AH1 e AH3. A caracterizagdo antigénica e genética
das estirpes isoladas permitiu confirmar a semelhanga entre estas estirpes virais e as
estirpes vacinais e detectar a extensao dos drifts antigénicos. Saliente-se que apesar da
maioria das estirpes de virus influenza B serem idénticas antigenicamente a estirpe
vacinal, a caracterizagdo genética mostrou uma evolugao dirigida para a estirpe B/
Sichuan/379/99 que viria a integrar a vacina antigripal em 2001/2002. Consequentemente,
observou-se a co-circulagdo de duas linhagens diferentes evidenciada pela analise
filogenética das estirpes B isoladas no nosso pais.
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INFLUENZA ACTIVITY 2000/2001
Influenza viral infections are an important cause of morbidity in all age groups and are
associated with a high mortality rate amongst the elderly and in risk groups.
The current study analyses data from the epidemiological surveillance of influenza
during the 2000/2001-winter season. Clinical, epidemiological and virological data relative
to cases of influenza syndrome were collected via the National Influenza Surveillance
Scheme, in collaboration with the General Directory of Health and integrates the

Recebido para publica¢do: 10 de Fevereiro de 2004 19



PEDRO PECHIRRA etal

information obtained by the Network of Sentinel Medical Practitioners and Emergency
Units. The data analysis hereby obtained shows a low influenza activity during the
2000/2001-winter season, with an epidemiological period characterized by small duration

and intensity.

The incidence rate of influenza-like illnesses increased above the base line during
three weeks and didn’t surpass 74 cases per 1000 000 inhabitants. Influenza B viruses
were predominant with the simultaneous presence of influenza A (H, and H,). The
antigenic and genetic characterisation of the isolates allowed the confirmation of the
similarity between these viral strains and the vaccine strains as well as the extent of

the antigenic drift.

Despite the antigenic similarity between the majority of influenza B isolates and the
vaccine strains it’s noticeable that the genetic characteristics showed an evolution
directed towards the B/Sichuan/379/99 strain, which would later be incorporated in

the 2001/2002 influenza vaccine.

The co-circulation of two different lineages was consequently observed by the
phylogenetic analysis of the B strains isolated in our country.

Keywords: Influenza, Influenza — like illnesses, ipidotiological surveillance, Epidemic, RT-PCR,

Sequence Analysis

INTRODUCAO

As infecgdes por virus influenza sao uma importante
causa de morbilidade em todos os grupos etarios ¢ estdo
associadas a uma elevada mortalidade nos idosos e nos
individuos pertencentes a grupos de risco.

Os virus influenza estao incluidos na Familia
Orthomyxoviridae; as suas particulas virais contém duas
glicoproteinas de superficie: a hemaglutinina (HA) ¢ a
neuraminidase (NA) e o genoma segmentado é constitui-
do por RNA de cadeia simples de polaridade negativa. Os
virus influenza do tipo A e B estdo associados a epide-
mias no homem. A pressdo imunitaria do organismo hos-
pedeiro sobre a acumulagcdo de mutacdes pontuais con-
duz a uma alterag@o antigénica gradual das glicoproteinas
de superficie (drift antigénico ou variagées minor)!. Por
sua vez, a recombinagdo génica entre virus influenza pro-
venientes de hospedeiros de espécies diferentes pode dar
lugar a um novo sub-tipo, conferindo ao recombinante
uma grande alterag@o antigénica (shift antigénico ou va-
riagoes major). Este facto, observa-se sobretudo no virus
influenza do tipo A, para o qual existem 15 subtipos HA e
9 NA diferentes e que infectam varias espécies animais?.

A molécula da hemaglutinina, apés a sua tradugdo, ¢
dividida por proteases celulares em duas sub-unidades,
HA1 e HA23. As regides antigénicas variaveis da sub-
-unidade HA1 sdo potenciais alvos dos anticorpos.

A vigilancia da actividade gripal ¢ a prevengdo da
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doenga requerem uma continua monitorizag¢ao dos produ-
tos génicos da subunidade HA1 da hemaglutinina, de
modo a optimizar a eficiéncia da vacina antigripal® ¢ a ob-
ter informagdes adicionais sobre as relacdes evolutivas
das estirpes de virus influenza circulantes”’.

No presente estudo analisaram-se os dados da vigi-
lancia epidemiologica da gripe referentes ao Inverno de
2000/2001. Os dados clinicos, epidemiologicos e laborato-
riais referentes aos casos da sindrome gripal foram reco-
lhidos através do Programa Nacional de Vigilancia da Gri-
pe, que integra colaboragdo das redes Médicos Sentinela
e Servicos de Urgéncia.

MATERIAL E METODOS

Dados clinicos e epidemioldogicos

Os dados ¢ informagdo de base clinica e virologica
sobre os casos de sindroma gripal foram recolhidos por
(uma média de) 220 clinicos gerais, distribuidos por todos
os distritos do territorio do continente e Regides Autono-
mas, e que fazem parte da rede nacional de Médicos Sen-
tinela. A lista de utentes de cada médico ¢ actualizada
anualmente e caracterizada no que se refere a dimensao e
dados demograficos, estando anualmente em observacao
uma média de 170 000 individuos que representam 1,8%
da populagdo portuguesa. Cada médico notifica semanal-
mente para o Observatorio Nacional da Saude (ONSA),
todos os casos de sindroma gripal que ocorrem nos utentes
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das suas listas, permitindo calcular taxas de incidéncia da
doenga (novos episddios por 100 000 habitantes). A defi-
nig¢do de caso de sindroma gripal e de gripe baseiam-se na
Classificacdo Internacional de Problemas de Satde em
Cuidados Primarios.

Aproximadamente 25% dos médicos participantes na
rede colhem exsudados da nasofaringe aos doentes com
sindroma gripal que se apresentam nos quatro primeiros
dias de evolugdo da sintomatologia. Estes produtos bio-
l6gicos sdo enviados para o Centro Nacional da Gripe
(CNG) para analise virologica segundo as metodologias
que a seguir se descrevem.

Linha de base de incidéncia da doenca. A linha de base
de incidéncia da sindroma gripal foi definida pela curva do
intervalo superior de confiancga, calculada em fungio do
desvio padrdo das médias semanais das incidéncias infe-
riores a 50 casos por 100 000 habitantes, recolhidas ao
longo de 10 anos.

Tratamento de produtos biolégicos. Os exsudados da
nasofaringe foram colhidos a doentes com sindroma gripal,
durante os primeiros 4 dias apds o aparecimento dos sin-
tomas. Os exsudados foram tratados com 2,5 ml de triptose
suplementada com 0,5% de gelatina e uma mistura de anti-
bidticos (penicilina 1 UL, neomicina 50 mg/ml e estreptomi-
cina 1 UI). A suspensdo obtida foi utilizada de imediato
nos procedimentos abaixo descritos e o restante distri-
buido e armazenado a -70°C.

Isolamento de virus. Os produtos bioldgicos tratados
foram inoculados em células MDCK e/ou em ovos
embrionados de galinha e os sobrenadantes avaliados para
a presenga de virus influenza por Reac¢ao de Inibigdo de
Hemaglutinagio®.

Analise antigénica. Os liquidos resultantes da inocu-
lagdo de culturas celulares ou de ovos embrionados de
galinha considerados positivos para a presenga de virus
influenza, foram analisados por inibi¢do de hemaglutinagao
(IHA) para tipificag@o das estirpes virais isoladas. A ana-
lise foi efectuada utilizando um painel de anti-soros pre-
parados em furdo (fornecidos pela OMS) contra os virus
influenza A(HIN1), A(H3N2) e influenza B e segundo os
prototipos em circulagcdo em cada Inverno. Os soros fo-
ram tratados por adic¢do de caulino, para remocao dos
inibidores inespecificos e das aglutininas naturais para os
eritrocitos. Todos os testes de IHA foram realizados
uitilizando oito unidades hemaglutinantes do virus ¢ 0,5%
(v/v) de eritrécitos de pert ou galinha.

Deteccio de RNA viral. Todos os produtos bioldgicos
foram analisados por RT-PCR em multiplex para tipagem e
sub-tipagem do virus influenza®. O RNA viral foi extraido
apartir de 150 pl de amostra com isotiocianato de guanidina
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e posterior adsor¢io do acido nucleico em silical?. O
cDNA foi amplificado conforme descrito na literatura®.

Sequenciacio da subunidade HA1 da hemaglutinina. Foi
determinada a sequéncia codificante da subunidade HA1 da
hemaglutinina viral para algumas das estirpes isoladas. O
DNA molde a sequenciar foi obtido por nested RT-PCR, em
tudo semelhante ao acima descrito para a detec¢do de RNA
viral excepto nos primers utilizados e no facto de este ndo ser
em multiplex (as sequéncias dos primers estdo disponiveis
mediante solicitacao aos autores). Os produtos de amplifica-
¢do foram purificados em gel de agarose a 1,0% e recupera-
dos com o kit QIAEX II de extrac¢do de DNA da agarose
(QIAGEN). Este produto de PCR purificado foi submetido a
uma sequenciagao ciclica utilizando o kit BigDye terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems)
e segundo instru¢des do fabricante. Foram utilizados um
conjunto de primers de sequenciacdo cujos produtos de ex-
tensdo se sobrepdem e cobrem todo o segmento nucleotidico
codificante da sub-unidade HA 1 da hemaglutinina (Quadro
I). Os terminadores ndo incorporados foram removidos por
precipitagdo com etanol/acetato de sodio e o pellet seco foi
armazenado a -20°C até a separacdo electroforética no
sequenciador ABI Prism 377 DNA Sequencer.

Analise filogenética. Para cada virus isolado, as se-
quéncias nucleotidicas estendidas por cada um dos primers
foram analisadas ¢ alinhadas pelo programa Sequence
Navigator (Applied Biosystems). De cada sequéncia
nucleotidica HA1 completa foi deduzida a sequéncia
peptidica com a utilizacdo do referido programa. Com o
programa MegAlign do pacote DNASTAR (Lasergene) foi
feito o alinhamento multiplo das sequéncias HA1 de to-
das as estirpes pelo método Clustal e construidas as arvo-
res filogenéticas. As sequéncias deste estudo foram ali-
nhadas as sequéncias homologas das respectivas estir-
pes vacinais, obtidas, a semelhanca de outras estirpes de
referéncia, no site da Internet Influenza Sequence
Database (http://www.flu.lanl.gov).

RESULTADOS

Actividade gripal

Os dados da vigilancia integrada clinica e viroldgica
da gripe, relativos a época de Inverno de 2000/2001,
mostram que o aumento mais acentuado da incidéncia
da sindrome gripal foi registado entre as semanas 2 ¢ 3
de 2001, atingindo o valor maximo de 74,5 casos/100000
habitantes na semana 5 (Figura 1). O periodo epidémi-
co (semanas durante as quais a taxa de incidéncia se
manteve acima da linha de base) foi curto,
prolongando-se da semana 3/2001 a semana 5/2001, e
de pequena intensidade.
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Fig. 1 - Vigilancia clinica e virologica da gripe no Inverno de
2000/2001. A taxa de incidéncia semanal, da sindroma gripal,
por 100 000 habitantes é representada conjuntamente com a
linha de base de incidéncia da doenga e o n° de virus influenza
detectados por semana.

Dos casos de sindroma gripal notificados durante o
Inverno, foram colhidos e analisados 329 exsudados da
nasofaringe, dos quais 68 (20,7%) casos provieram da re-
gido Norte, 138 (41,9%) da regido Centro, 105 (31,9%) da
regido Sul e 18 (5,5%) casos das Regides Autonomas (14
dos Agores e quatro da Madeira).

Dos casos analisados 112 (34%) foram positivos para vi-
rus influenza B, 49 (14,8%) para virus influenza A (H1) e qua-
tro (1,2%) para virus influenza A(H3) (Figura 2 ¢ Quadro I).

34%

Influenza B

50%

Ne gativos Influenza A H1

Positivos

1%
Influenza A H3

n = 329

n =165

Fig. 2 - Propor¢do de casos positivos e negativos e tipos e
sub-tipos de virus influenza detectados no estudo.

Quadro I - Distribui¢ao dos casos analisados por género.

Casos Sexo Masculino Sexo Feminino Nio refere
Influenza B 40 65 7
Influenza A (HI1) 22 22 5
Influenza A (H3) 1 3 0
Negativos 65 93 6
Total 128 183 18

O predominio de virus influenza do tipo B ao longo
do Inverno e o pequeno numero de casos positivos
associados ao virus influenza A (H1 e H3) justificam o
facto de se observar, em cada um dos grupos etarios

22

considerados neste estudo, um maior numero de virus
do tipo B (Figura 3). Contudo, ao analisar a percenta-
gem de casos positivos por grupo etario, verificou-se
um predominio de virus influenza do tipo B nas crian-
cas dos 6 aos 15, o que esta de acordo com o descrito

em estudos anteriores!!.

16-45

46-65 >65 Né&o

Refere

0-5 6-15

[ON° total casos g InfiB g InflAH1 mInflAH3

Fig. 3 - Distribui¢do dos casos analisados e tipos e sub-tipos de
virus influenza por grupo etario.

Analise antigénica e filogenética

As 165 estirpes de virus influenza isoladas foram
caracterizadas antigénicamente através da Reacgdo de
Inibi¢do de Hemaglutinagdo e os resultados analisa-
dos por comparacdo com estirpes de referéncia. Des-
tas estirpes virais foram selecionadas 17 estipes de
virus influenza, 11 do tipo B e seis do tipo A (HI1)
(correspondendo a isolamentos efectuados no inicio,
meio e fim do periodo epidémico) para se proceder a
analise genética das mutagdes observadas na sub-uni-
dade HA1 da hemaglutinina.

Caracterizacdo antigénica

As estirpes de virus influenza do tipo B isoladas
apresentaram uma maior semelhanca antigénica com
as estirpes de referéncia B/Yamanashi/166/98, B/
Johannesburg/5/99 e B/Sichuan/379/99 (estirpe vacinal
de 2001-2002) (Quadro II), que se reflectiu nos titulos
elevados com que reagiram contra os antisoros de re-
feréncia (>320 UH). Reagiram, ainda, com titulos mo-
derados (80 UH) com a estirpe vacinal de 2000/2001,
B/Beijing/184/99.

Igualmente, a maioria das estirpes de virus
influenza do tipo A(H1) caracterizadas foram idénti-
cas a estirpe vacinal de 2000/2001 ¢ 2001/2002, A/New
Caledonia/20/99, e a estirpe de referéncia A/
Madagascar/57794/2000 (Quadro IIT).
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Quadro II - Caracterizagdo antigénica das estirpes de virus
influenza do tipo B, por aplica¢ao da reac¢do cruzada de inibi¢dao
de hemaglutinacao.

Reacgao de Inibigdo de

Antisoros de referéncia (OMS)

BiSchandong/7/97 _ B/Beijing/184/93 __ B/Harbin/7/94 __B/Yamanashi/166/98 _BlJohannesburg/5/99 _B/Sichuan/379/99

B/Schandong/7/97 640 < < < < <

BIBeijing/184/93 < 160 320 320 320 320
BiHarbin/7/94 < 80 640 640 320 640
B/Yamanashi/166/98 < 160 640 640 640 1280
BlJohannesburg/5/99. < 80 320 640 640 1280
BISichuan/379/99 < < 160 320 320 1280
BiLisboa/1/00 < 40 80 640 320 320
BlLisboal4/00 < 80 160 640 640 640
BiLisboa/8/01 < 80 40 320 640 1280
BlLisboa/9/01 < 80 80 320 640 640
BiLisboal16/01 < 80 160 640 640 128

Quadro III - Caracteriza¢ao antigénica das estirpes de virus
influenza do tipo A HI, por aplica¢ao da reac¢do cruzada de
inibi¢ao de hemaglutinagao.

Reacgéo Cruzada de Inibigao de

Antisoros de referéncia (OMS)

A 195 Aldohannesbug/82/96 __ ABeiing’252/96 ___ AlNew Caledorial20/99 A 1252100 AlMadagascar/5779400
ABayerm7/95 2560 5120 160 £ 80 £
Aldohannesburg/82/96 2560 5120 320 160 8 8
Bejing'262/96 160 160 2560 840 160 840
AlNew Caledoniar20/99 40 £ 320 1280 320 1280
AHong Kong/1252/00 < < < 160 1280 £
AlMadagascar'57794100 8 8 320 1280 320 1280
ALisboal30/00 < £ 160 840 160 640
Allisboal31/01 < < 160 640 8 1280
Allisboal32/01 < < 8 640 40 640
ALisboal44/01 < £ £ 840 40 840

Caracterizacio genética

As sequéncias da subunidade HA1 da hemagluti-
nina dos virus influenza B isolados, quando alinha-
das com as sequéncias correspondentes da estirpe
vacinal (para o Inverno de 1999/2000 ¢ 2000/2001), B/
Beijing/184/93, revelaram 10 substituigdes em aminoa-
cidos e apenas duas mutagdes comparativamente com
a estirpe B/Sichuan/379/99 (que viria a integrar a vaci-
na de 2001/2002) (Quadro IV).

Quadro IV - Posi¢oes das mutagées em aminodcidos
observadas nas estirpes de virus influenza do tipo B isoladas,
por comparag¢do com B/Beijingl84/93. Apenas figuram os
aminodcidos que diferem dessa estirpe vacinal.

influenza B 21 22 29 56 75 87 88116143149174178181183196 198 208 219 266 310
B/Beijing/18493 Q G VN T VR N C R VY T G N I N V V T
B/Sichuan/379/99 A I I K K K H EDT [
BlLisboa/1/00
BlLisboal4/00
BlLisboa/1/00
BlLisboa/8/01
BlLisboa/16/01
BlLisboa/19/01
BlLisboa/21/01
BlLisboa/22/01
BlLisboa/9/01
BlLisboa/10/01
B/Lisboa/20/01 R
BlLisboa/47/01 H

=

> > >» > > > > > > > > >
<4 4 A4 4 A A4 A A4 A4 A A 4 -

XAAARAARAXRAXRRX A
XA ARAXAARXXXX XXX
I I r r T T I I I I I T
m m m mmMmmmmmmm
o4 A4 A A A A A A A A
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Pontualmente, ocorreram ainda, em algumas das estir-
pes de virus influenza B analisadas as seguintes substi-
tuigdes: Q21-H e T310-P (B/Lisboa/47/2001), G22-R e C143-
-W (B/Lisboa/20/2001), V174-1e N208-D (B/Lisboa/9/2001),
T181-A e N208-D (B/Lisboa/10/2001).

Como se pode observar na figura 4, verificou-se a co-
-circulacdo de duas linhagens diferentes de estirpes de
virus influenza do tipo B que evoluiram a partir do ramo
representado por B/Johannesburg/5/99 e B/Sichuan/379/
99, que por sua vez evoluiu a partir da estirpe B/Beijing/
184/93.

Bilisboar21/2001
BlLishoal&2001
Bllisboar22/2001
001
BlLisboald7/2001
BiLisboal16/2001
BiLisboar1/2000

Bilisboa/472001
BlLisboalt02001

Bilisboar5/2001
'BUCHANNESBURGIS/%9
BIYAMANASHU166/%8
BIHARBINT/S4
BBEUNG/1B493
BIONGDAON02191

L —
BIYAMAGATA 658
—— awicToraer
| aEUNGI1ET

58

. 2 o

Fig. 4 - Arvore filogenética das sequéncias de aminodcidos
do segmento HAI da hemaglutinina dos virus influenza do
tipo B.

A analise genética do segmento HA1 das estirpes de
virus influenza A(H1) permitiu verificar a presenca de 11
substituicdes comparativamente com A/Beijing/262/95
(estirpe vacinal de 1999/2000) (Quadro V). Contudo, relati-
vamente a A/New Caleddnia apresentou apenas duas
substitui¢des de aminoacidos. As estirpes que se seguem
sofreram também algumas substitui¢des esporadicas: V19-
-G (A/Lisboa/31/2001), V186-D (todos os isolados A(H1)
excepto A/Lisboa/35/2001), V186-N (A/Lisboa/35/2001),
P235-A e T238-A (A/Lisboa/32/2001). A arvore filogenética
das sequéncias HA 1 dos virus influenza A(H1) (Figura 5)
mostra que estes formam um Ginico ramo na arvore e con-
firma uma maior proximidade genética dos virus influenza
A(H1) isolados em Portugal as estirpes A/Madagascar/
57794/2000 e A/New Caledonia/20/99 em vez de A/Beijing/
262/95 (Figura 5 e Quadro V).

Quadro V - Posi¢ées das substitui¢ées em aminodcidos
encontradas nos virus influenza A HI, comparativamente a A/
Beijing/262/95. Apenas figuram os aminodcidos que diferem
da estirpe vacinal.

influenza A(H1) 19 69 120 132 152 162 182 186 190 221 235 238 272 309
A/Beijing/262/95 vV 8§ E T E N S V | G P T N T
A/New Caledonia/20/99 V L E S G K P N L D P T D A
AlMadagéscar/57794/00 V L E S G M P N L D P T D A
AlLisboa/35/01 L G §$s G M P N L D D A
AlLisboa/30/00 L G s G M P D L D D A
AlLisboa/34/01 L G §s G M P D L D D A
AlLisboa/44/01 L G §s G M P D L D D A
AlLisboa/31/01 G L G s G M P D L D D A
AlLisboa/32/01 L G §s G M P D L D A A D A
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Fig. 5 - Arvore filogenética das sequéncias de aminodcidos do
segmento HAI da hemaglutinina dos virus influenza do tipo
A(HI).

DISCUSSAO

A andlise dos dados recolhidos através do Programa
Nacional de Vigilancia da Gripe mostraram que, durante a
¢época de Inverno de 2000/2001, a actividade gripal foi bai-
xa, sendo o periodo epidémico curto e de pequena intensi-
dade e dura¢do. Como ficou expresso nos resultados, as
taxas de incidéncia semanais da sindroma gripal subiram
acima da linha de base apenas durante trés semanas e nao
ultrapassaram os 74 casos por 100 000 habitantes. Duran-
te aquele Inverno os virus influenza do tipo B foram pre-
dominantes, verificando-se a presencga simultanea de vi-
rus influenza do tipo A H1 e AH3.

Da totalidade dos casos de sindroma gripal enviados
para diagnostico virologico observou-se 50% de casos
positivos para virus influenza, valor acima do registado
na maior parte dos sistemas de vigilancia existentes nou-
tros paises europeus, onde essa percentagem se situou
entre 0s 20 e 0s 45%12:13,

A analise da percentagem de casos positivos por gru-
po etario mostrou um predominio de virus influenza B nas
criangas dos 6 aos 15 anos, o que esta de acordo com as
caracteristicas epidemiologicas descritas para este tipo
de virus e suportando a acepgdo de que as criangas apre-
sentam uma carga viral mais elevada que os adultos!!-14,

A caracterizag@o antigénica e genética das estirpes de
virus influenza isoladas durante o periodo em estudo per-
mitiu confirmar a semalhanga entre estas estirpes virais ¢
as estirpes que integraram a vacina antigripal e detectar a
extensdo dos drifts antigénicos. Desta forma, enquanto a
analise antigénica das estirpes de virus influenza do tipo
B, mostrou que a maioria destas estirpes eram idénticas a
estirpe vacinal de 2000/2001, a caracterizagao genética (ba-
seada no nimero e localizagdo das mutac¢des observadas
na subunidade HA1 da hemaglutinina) confirmou essa
semelhanga mas revelou a presenga de uma evolugdo
dirigida para a estirpe B/Sichuan/379/99 que viria a inte-
grar a estirpe vacinal de 2001/2002. Observacao funda-
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mentada na presenca de, apenas, 2 mutagdes em aminoa-
cidos entre as estirpes isoladas no estudo e B/Sichuan/
379/99.

Da analise da filogenia das estirpes de virus influenza
B ¢, também, de assinalar a sua distribuicao por dois gru-
pos situados em dois ramos proéximos, mas distintos, na
arvore filogenética. Este resultado aponta para uma co-
-circulacdo de linhagens, caracteristica descrita para os
virus influenza do tipo B1>. No nosso estudo, este agru-
pamento das estirpes esta relacionado com a proximidade
geografica dos casos a partir dos quais se isolou as estir-
pes virais.

Quanto aos virus influenza do tipo AH1 isolados du-
rante o Inverno, a analise antigénica e genética confirmou
a sua semelhanga com a estirpe vacinal A/Nova Caleddnia/
20/99 e com a estirpe de referéncia A/Madagascar/57794/
2000. As mutagdes detectadas ocorreram fora dos locais
antigénicos da hemaglutinina, com excepc¢ao da substitui-
¢do ocorrida no residuo 120 (E-G) que corresponde ao
local antigénico A.

Tanto nos virus influenza do tipo A como B nido se
verificaram mutagdes relacionadas com a perda ou ganho
de aminoacidos glicosilados.

Como resultado do estudo apresentado salienta-se a
importancia da vigilancia epidemioldgica da gripe como
um processo continuado cujo sistema preconiza uma ana-
lise e avaliacdo periodica dos resultados. Espera-se, desta
forma, contribuir para o conhecimento da evolugdo da
doenga e do agente etioldgico, no nosso pais, e contribuir
para aferir a importancia das diferentes estirpes de virus
influenza no desenvolvimento das epidemias anuais ¢ para
a decisdo sobre a composicao da vacina antigripal.

AGRADECIMENTOS

A todos os médicos que integram a Rede Médicos
Sentinela, a todos os profissionais de saude dos Servigos
de Urgéncia Hospitalar e Servi¢os de Atendimento Per-
manente dos Centros de Satide participantes no Programa
Nacional de Vigilancia da Gripe, ao Observatorio Nacional
de Satde, e todos os colegas da Unidade de Virus Respi-
ratorios e Enterovirus do Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge.

BIBLIOGRAFIA

1. WILEY D, WILSON I, SKEHEL J: Structural identification of
the antibody-binding sites of Hong Kong influenza haemaggluti-
nin and their involvement in antigenic variation. Nature 1981;289:
373-378

2. ROHM C, ZHOU N, SUSS J, MACKENZIE J, WEBSTER RG:
Characterization of a novel influenza haemagglutinin, H15: crite-

ria for determination of influenza A subtypes. Virology



ACTIVIDADE GRIPAL EM PORTUGAL NO INVERNO DE 2000/2001

1996;217:508-516

3. STEINHAUER DA: Role of the haemagglutinin cleavage for
the pathogenicity of influenza virus. Virology 1999;258:1-20

4. COX NJ, SUBARRAO K: Influenza. Lancet 1999;354:1277-
-1282

5. ELLIS JS, CHAKRAVERTY P, CLEWLEY JP: Genetic and
antigenic variation in the haemagglutinin of recently circulating
human A (H3N2) viruses in the United Kingdom. Arch Virol
1995;140:1889-1904

6. FITCH WM, BUSH RM, BENDER CA, COX NJ: Long term
trends in the evolution of H(3) HA1 human influenza type A.
Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:7712-7718

7. MEYER WJ, WOOD JM, MAJOR D, ROBERTSON JS,
WEBSTER RG, KATZ JM: Influence of host cell-mediated varia-
tion on the international surveillance of influenza A (H3N2) vi-
ruses. Virology 1993;196:130-137

8. GRIST NR, ROSS CA, BELL EJ: Diagnostic methods in clinical
virology. Ist ed. Oxford: Blackwell Scientific Publishers 1966

9. ELLIS JS, FLEMING DM, ZAMBON MC: Multiple reverse

25

transcription PCR for surveillance of influenza A and B virus in
England & Wales in 1995 and 1996. J Clin Microbiol 1997;35:
2076-82

10. BOOM R, SOL CJA, SALIMANS MMM, JANSEN CL,
WERTHEIM VAN DILLEN PME, NOORDAR 1J: Rapid and sim-
ple method for purification of nucleic acids. J Clin Microbiol
1990;28:495-503

11. CLASS E, JONG J, BARTELDS A: Influenza types and patient
population. Lancet 1995;346:180

12. ZAMBON M: Sentinel surveillance of influenza in Europe
1997/1998. Eurosurvellance 1998;3:29-31

13. ZAMBON M, VAN DER WORF S, REBELO-DE-ANDRADE
H: Sentinel Surveillance in Europe 1996-1998. Progress in Clini-
cal Virology IV. European Society for Clinical Virology 1998

14. REBELO-DE-ANDRADE H: Aspectos epidemiologicos e
virologicos da gripe em Portugal. Desenvolvimento de um sistema
de vigilancia. Dissertagdo de candidatura ao grau de Doutor 2001
15. COX N, BENDER C: The molecular epidemiology of influ-
enza virus. Virology 1995;6:359-370



-l-

26



