Programa Nacional de Vigilancia da Gripe:
Resultados da Atividade Gripal em Portugal
na Epoca 2010/2011
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RESUMO
Introducéao: A vigilancia epidemioldgica da gripe, doenga associada a uma elevada mortalidade em idosos e individuos pertencentes
a grupos de risco, é essencial para a caraterizagdo das epidemias de gripe bem como para a monitorizagdo da ocorréncia de surtos e
do surgimento de estirpes virais resistentes aos antivirais.
Material e Métodos: No presente estudo analisaram-se os dados da vigilancia epidemiologica da gripe durante o Inverno de
2010/2011. Os dados clinicos, epidemioldgicos e virolégicos referentes aos casos de sindroma gripal foram recolhidos através do
Programa Nacional de Vigilancia da Gripe, coordenado pelo Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe (LNRVG)
em colaboragao com o Departamento de Epidemiologia (DEP) do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e com a
Direcdo-Geral da Saude (DGS).
Resultados: A analise dos dados recolhidos mostra que, durante a época de inverno de 2010/2011, a atividade gripal foi moderada/
alta com um periodo epidémico de 8 semanas, entre as semanas 50/2010 e 5/2011, com um pico de 121,12 casos por 100 000 habi-
tantes na semana 52/2010.
Discussao: Os virus influenza do tipo B (linhagem Victoria) predominaram no inicio da época até a semana 1/2011, altura em que
passaram a predominar os virus influenza A(H1)pdm09. A maior proporgao de casos de gripe foi encontrada no grupo etario das cri-
ancas entre os 5 e os 14 anos de idade. Os virus caracterizados quer antigénica quer geneticamente, foram semelhantes as estirpes
incluidas na vacina da gripe sazonal de 2010/2011, apresentando algumas substituicdes de aminoacidos em locais antigenicamente
importantes. A maioria das estirpes do virus A(H1)pdm09 permanecem ainda sensiveis ao oseltamivir e ao zanamivir, tendo sido de-
tetados alguns casos esporadicos de virus resistentes ao oseltamivir. Até a data, o LNRVG detetou a existéncia da substituicdo H275Y
no gene da neuraminidase, associada a resisténcia ao oseltamivir, em 3 virus A(H1)pdmO09 analisados. Para um deles, a resisténcia
ao oseltamivir foi confirmada por ensaios fenotipicos.
Concluséao: Apesar do receio associado a emergéncia de um novo virus pandémico (rapida dispersao, elevada morbilidade e mortali-
dade), as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da infegédo pelo virus influenza A(H1)pdmO09, revelaram-se, no decorrer de duas
épocas (2009/2010 e 2010/2011), muito semelhantes as da gripe sazonal, sendo no entanto de salientar que na época da pandemia
(2009/2010) ao virus da gripe A(H1N1)pdmO09 estiveram ligadas caracteristicas particulares no que diz respeito a sua distribuicao
temporal, aos grupos etarios mais afetados, aos casos de infecgéo grave e de ébito e fatores de risco associados.

ABSTRACT
Introduction: Epidemiological surveillance of influenza, a disease associated with high mortality in the elderly and individuals’ belong-
ing to risk groups, is essential for the characterization of influenza epidemics as well as for the monitoring of outbreaks and the emer-
gence of viral strains resistant to antivirals.
Material and Methods: In the present study was analyzed the influenza surveillance data from 2010/2011 winter. The clinical, epide-
miological and virological data related to cases of flu-like syndrome have been collected through the National Influenza Surveillance
Programme, coordinated by the National Influenza Reference Laboratory (LNRVG) in collaboration with the Department of Epidemiol-
ogy (DEP) of the National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge (INSA) and the Directorate-General for Health (DGS).
Results: From the analysis of the data collected during the 2010/2011 winter season, influenza activity was moderate / high with an
epidemic period of 8 weeks between week 50/2010 and 5/2011, with a peak of 121, 12 cases per 100 000 population in week 52/2010.
Discussion: The influenza B viruses (Victoria lineage) predominated in the early period to week 1 /2011, when became to predominate
influenza A(H1)pdmO9 viruses. The largest proportion of cases of influenza was found in the age group of children between 5 and 14
years old. The viruses characterized antigenically and genetically were similar to strains included in the seasonal influenza vaccine
2010/2011, presenting some amino acid substitutions in antigenic sites. Most strains of A(H1)pdm09 influenza virus still remain sensi-
tive to oseltamivir and zanamivir, although were detected sporadic cases of oseltamivir resistant viruses. To date, the LNRVG detected
the presence of the H275Y substitution in the neuraminidase gene, associated with oseltamivir resistance, in three virus A(H1)pdmO09.
For one of them, oseltamivir resistance was confirmed by phenotypic assays.
Conclusion: Despite fears associated with the emergence of a new pandemic virus (rapid spread, high morbidity and mortality), the
clinical and epidemiological characteristics of infection with influenza A(H1)pdmO09, proved in the course of two seasons (2009/2010
and 2010/2011) to be very similar to seasonal flu. Is however noteworthy that during the pandemic season(2009/2010) the influenza
virus A (H1N1) pdm09 were linked with particular characteristics with regard to their temporal distribution, age groups most affected,
severe infections and death and associated risk factors.

INTRODUGAO
A gripe é uma doenga respiratdria aguda causada pelo mundo varia de acordo com o clima de cada regido, sendo
virus influenza. A atividade do virus influenza em todo o frequentemente detetado no outono e inverno nas regites
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temperadas do hemisfério norte." O periodo de maior ati-
vidade do virus influenza em Portugal ocorre geralmente
entre dezembro e margo.

Uma das caracteristicas da atividade sazonal do virus
influenza é a sua associagdo a um excesso de mortalida-
de.2 Estudos estimaram que cerca de 90% das mortes as-
sociadas a gripe ocorrem em individuos com mais de 65
anos, sendo o risco aumentado quando existem doengas
cronicas associadas." De acordo com Nunes, et al., 20172
este resultado foi também observado em Portugal.

Apesar das epidemias de gripe ocorrerem de forma
anual, a incidéncia e a severidade da doenga s&o variaveis
de época para época. A severidade das epidemias anuais
depende de varios fatores incluindo o tipo, subtipo e es-
tirpes em circulagédo e o nivel de anticorpos protetores na
populagdo.' Em Portugal verificou-se que as épocas com
estimativas de excesso de mortalidade mais elevadas se
caracterizavam pela circulagdo dominante do subtipo do
virus influenza A(H3). As épocas em que o virus circulante
dominante foi do tipo B tiveram, geralmente, um impacto
muito baixo, ndo se verificando um excesso na mortalida-
de.® Em individuos jovens adultos saudaveis o virus influen-
za causa um quadro de gripe debilitante com a duragéo de
1 a 2 semanas, mas em individuos com doenca respiratéria
ou cardiovascular ja existente e na populagdo mais idosa
pode ser a causa de uma infegdo mais grave.?

Em Portugal, a vigilancia epidemiologica da gripe é
efetuada através Programa Nacional de Vigilancia da Gri-
pe (PNVG) coordenado pelo Laboratério Nacional de Re-
feréncia para o Virus da Gripe (LNRVG) em colaboragao
com o Departamento de Epidemiologia (DEP) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e com a
Diregdo-Geral da Saude (DGS), garantindo a caracteriza-
¢ao clinica e laboratorial da doenga baseada em diferen-
tes fontes de informagéo. O PNVG tem como objetivos: 1.
estimar a morbilidade da doencga através da determinagao
semanal das taxas de incidéncia de Sindroma Gripal e da
identificagdo rapida de surtos na populagdo em observa-
¢ao; 2. identificar e caracterizar as estirpes de virus influen-
za circulantes e quantificar a sua presenga na populagéo
em observagdo durante o periodo de atividade gripal; 3.
fornecer informagéo aos servigos de saude para apoio a
intervengcdo em agdes de prevengao e no aconselhamento
da terapéutica.

De forma a contribuir para a vigilancia da gripe a nivel
europeu e mundial, a informagéo colhida a nivel nacional
pelo PNVG é semanalmente enviada para a rede Europe-
an Influenza Surveillance Network (EISN) do Centro Euro-
peu de Prevengéo e Controlo de Doengas (ECDC) e para
a rede Global Influenza Surveillance and Response System
(GISRS) da Organizag&do Mundial de Saude (OMS), que in-
tegram informagao epidemiolégica, clinica e virolégica.

A divulgagéo da informacao relativa a atividade gripal
é efetuada semanalmente quer a nivel nacional (http:/
www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/Documents/Gripe2.pdf)
quer a nivel internacional (Weekly Influenza Surveillance
Overview do ECDC e Euroflu-Weekly Electronic Bulletin da
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OMS).

O PNVG através da monitorizagdo continua dos virus
influenza em circulagdo numa determinada época e da
avaliacdo das suas caracteristicas antigénicas e genéticas,
constitui uma peca fundamental na otimizagdo anual da
composi¢ado da vacina e na continua avaliagdo e otimiza-
¢ao dos métodos de diagnostico molecular. Permite ainda
um maior conhecimento da epidemiologia molecular e rela-
¢ao evolutiva dos virus influenza em circulagéo.*

As redes de vigilancia tém também um papel funda-
mental como mecanismo de alerta global para a detecao
de novos virus influenza em circulagdo que podem estar
na etiologia de uma pandemia, como a que recentemente
vivenciamos na época de 2009/2010.

Neste contexto, é objetivo do presente trabalho descre-
ver os resultados obtidos na época de vigilancia da gripe de
2010/2011, efetuando uma sintese da atividade gripal em
Portugal durante este periodo.

MATERIAL E METODOS
Fontes de dados do PNVG

Rede Médicos Sentinela: A rede Médicos-Sentinela
(MS) é um sistema de informag&o em saude constituido por
Clinicos Gerais/Médicos de Familia, distribuidos pelo terri-
tério do Continente e pelas Regides Autbnomas. Esta rede
mantém-se ativa durante todo o ano e tem como principais
objetivos (1) obter estimativas das taxas de incidéncia de
varias doengas ou de situagdes relacionadas com saude
que ocorram nos utentes inscritos nos Centros de Saude
ou Unidades de Saude Familiar e (2) efetuar a vigilancia
epidemiolégica de algumas doengas de modo a permitir a
identificagédo precoce de eventuais surtos.

Rede de Servigos de Urgéncia: A rede de Servigos de
Urgéncia (SU) é operacionalizada nos Servigos de Urgén-
cia Hospitalar e Servigos de Atendimento Permanente ou
similares dos Centros de Saude do Servico Nacional de
Saude. A notificagdo de casos de Sindroma Gripal pelos
Servigos de Urgéncia (SU) tem vindo a desempenhar, des-
de que foi estabelecida em 1999, um papel importante na
detecdo precoce de surtos epidémicos gripais, nomeada-
mente por ser a rede em que se obtém mais facilmente
produtos bioldgicos. Esta rede apenas se encontra ativa
durante a época de vigilancia laboratorial da Gripe, de ou-
tubro a maio do ano seguinte,

Projecto I-MOVE/EuroEVA: Desde 2008 o INSA tem
participado através do DEP e do Departamento de Doen-
¢as Infecciosas (DDI) no projeto europeu multicéntrico |-
-MOVE - Influenza monitoring vaccine efectiveness during
influenza seasons and pandemics in the European Union
— coordenado pela EpiConcept SARL e financiado pelo
ECDC, que pretende estimar a efetividade da vacina an-
tigripal sazonal e pandémica durante e apds a época de
gripe. Durante a época de 2010/2011, os participantes no
projeto I-MOVE (Portugal, Espanha, Francga, Italia, Irlanda,
Hungria, Roménia e Polénia) desenvolveram um protocolo
comum com um delineamento caso-controlo com vista a
estimacao da efetividade da vacina sazonal em individuos



de todas as idades e com idade superior a 65 anos.

Componentes clinica e laboratorial do PNVG

A vigilancia da Gripe em Portugal integra dados clinicos
e virolégicos. A componente clinica do PNVG, baseada ex-
clusivamente no diagnéstico clinico, € suportada pela rede
MS desde 1990 e tem um papel especialmente relevante
por possibilitar o calculo de taxas de incidéncia do sindro-
ma gripal, o que permite descrever a evolugao da epidemia
no tempo e medir o impacto das epidemias nos cuidados
primarios. Permite ainda detetar a ocorréncia de um surto
de gripe fora da época de inverno por se manter ativa du-
rante todo o ano. A componente laboratorial constitui um
indicador precoce do inicio de circulagéo do virus influenza
em cada época de vigilancia. Esta componente é suportada
pelas redes MS e SU e pelo projeto I-MOVE/EuroEVA, que
enviam exsudados da nasofaringe ao LNRVG obtidos dos
casos notificados, permitindo assim a identificagdo do(s)
tipo(s) e subtipo(s) do virus influenza em circulagdo em
cada época de vigilancia e o estudo das suas caracteris-
ticas antigénicas e genéticas, bem como a avaliagdo das
resisténcias aos antivirais especificos para a gripe.

Defini¢ao de caso

Um caso de Sindroma Gripal (SG) é definido segun-
do critérios clinicos estabelecidos pelo Conselho Europeu
(Decisédo 2008/426/EC e 2002/253/EC), ou por decisdo mé-
dica baseada nas manifestagdes clinicas, independente-
mente do tipo e nimero de sinais/sintomas. E considerado
um caso de Gripe todo o caso de SG no qual tenham sido
detetados virus influenza pela pesquisa de RNA viral por
RT-PCR ou por isolamento em culturas celulares.

Notificacao de caso de Sindroma Gripal

Em ambas as componentes do PNVG (clinica e labora-
torial) os doentes com um quadro clinico compativel com
um SG séo notificados ao Laboratério Nacional de Refe-
réncia para o Virus da Gripe e ao Departamento de Epide-
miologia, do INSA, pelos médicos da Rede MS, médicos de
clinica geral e familiar do projeto I-MOVE/EuroEva e pelos
SU participantes (entre outubro e maio do ano seguinte).
Os resultados descritos neste artigo correspondem ao peri-
odo entre as semanas 39/2010 e 21/2011.

Colheita de produtos biolégicos

Foram colhidos exsudados da nasofaringe em zaraga-
toa com meio de transporte para virus a doentes com SG
nos primeiros 5 dias de evolugéo da doenga, selecionados
pelos MS (participantes na componente laboratorial do
PNVG), SU e médicos de clinica geral e familiar do projeto
I-MOVE/EuroEva.

Detecdo de RNA de virus influenza

Para a detecdo de RNA de virus influenza procedeu-
-se a extragdo de acidos nucleicos com o kit de extragao
MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit [Roche
Diagnostics] Procedeu-se a triagem dos produtos biologi-
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cos positivos para virus influenza tipo A e tipo B através de
um one-step RT-PCR em tempo real dirigido aos genes da
matriz (tipo A) e nucleoproteina (tipo B).> Os produtos bio-
I6gicos positivos para virus da gripe foram analisados para
identificagdo do subtipo ou linhagem através dos métodos
de RT-PCR em tempo real: 1) RealTime Ready Influenza A/
H1N1 Detection Set [Roche Diagnostics] para identificagdo
especifica dos virus do tipo A(H1N1)pdmO09; 2) proFLUst
Influenza A Subtyping [Prodesse, Inc., USA], para identifi-
cagao especifica dos virus dos subtipos A(H1) e A(H3) sa-
zonais e 3) Procedimento para identificacdo da linhagem
(Victoria/Yamagata) dos virus influenza B.®

Caracterizagao dos virus influenza

O isolamento dos virus influenza em cultura celular é

tradicionalmente considerado o método gold standard para
o diagndstico da gripe. O isolamento do virus da gripe foi
efetuado nas linhas celulares MDCK e MDCK-Siat1 e o titu-
lo determinado pela reagdo de hemaglutinagédo (HA). A ca-
racterizagdo antigénica das estirpes virais isoladas foi efe-
tuada através da Reagado de Inibigdo da Hemaglutinagéo
(RIH), utilizando um conjunto de antisoros, fornecidos anu-
almente pelos Centros Mundiais de Referéncia da OMS.
A caracterizagao genética foi baseada na sequéncia nu-
cleotidica da subunidade HA1 do gene da hemaglutinina.
A analise filogenética foi realizada através do programa
MEGA Software 5.05,” as arvores filogenéticas foram ob-
tidas pelo método da Maxima Verosimilhanga segundo o
modelo Tamura-Nei de distancias evolutivas com 500 répli-
cas de bootstrap.

A monitorizagdo da resisténcia aos antivirais especifi-
cos para a gripe foi efetuada através da 1) pesquisa de
marcadores moleculares de resisténcia (sequenciagéo
do gene da neuraminidase e/ou detegdo da substituicao
H275Y?® nos virus influenza A(H1)pdm09), e 2) da avaliagédo
da resisténcia ao oseltamivir e zanamivir pelo método de
fluorescéncia' através da determinagéo dos valores de IC;
(metade da maxima concentragdo inibitéria).

Definigao de epidemia de Gripe

Para a analise das epidemias de Gripe foi utilizada uma
area de atividade basal do sindroma gripal (definida pela
linha de base e pelo respetivo limite superior do intervalo
de confianca a 95%), a qual permite (1) comparar as epi-
demias anuais em fungdo da sua intensidade e duragao,
(2) definir periodos epidémicos e (3) determinar o impacto
dessas epidemias na comunidade. A linha de base foi ob-
tida por suavizagéo da distribuicdo das médias semanais
(semana 40 a 13) das taxas de incidéncia inferiores a 50
casos por 100 000 habitantes.® Este valor limite foi estabe-
lecido pela relagéo entre a frequéncia da distribuicao sema-
nal das taxas de incidéncia do sindroma gripal durante 10
anos e a analise da média dos virus influenza detetados no
mesmo intervalo de tempo. Neste contexto, a epidemia de
Gripe ocorre no periodo em que as taxas de incidéncia do
Sindroma Gripal se encontram acima da area de atividade
basal, associadas a uma circulagdo ndo esporadica de vi-
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rus influenza.

Indicadores de intensidade da atividade Gripal

A intensidade da atividade gripal foi definida com base
em toda a informagéo de vigilancia recolhida através das
varias fontes de dados e ¢é avaliada tendo em consideracao
a informacdo histérica nacional sobre a Gripe.

Neste contexto, sdo considerados 3 indicadores de in-
tensidade de atividade gripal: Baixa — taxa de incidéncia
abaixo ou na area de atividade basal; Moderada — nivel
usual de atividade gripal associado a presenca de virus in-
fluenza e correspondendo a uma taxa de incidéncia provi-
soria de Sindroma Gripal superior a area de atividade basal
mas inferior ou igual a 120 casos/ 100 000 habitantes; Alta
— nivel elevado de atividade gripal associado a presenca de
virus influenza e correspondendo a uma taxa de incidéncia
proviséria de Sindroma Gripal superior a 120 casos / 100
000 habitantes.

Correlagao entre o quadro clinico de SG e um caso de
Gripe

Com o objetivo de estudar qual a correlagao entre os
sinais e sintomas clinicos identificados nos casos de SG
notificados e um caso de Gripe, procedeu-se ao calculo
das odds ratio brutas e ajustadas por regresséo logistica
nao condicional, da presenga de cada um dos sintomas de-
clarados (inicio subito, febre, mal-estar, cefaleias, mialgias,
tosse, dor de garganta, dificuldade respiratéria, calafrios e
contacto com doente com gripe) entre os casos positivos
para virus influenza versus os casos negativos.

RESULTADOS
Atividade Gripal

Durante o periodo em estudo foram notificados 1366
casos de Sindroma Gripal, com a distribuigdo semanal que
se mostra na Fig. 1.

A maior proporgao de casos foi observada entre fim de
dezembro e principio de fevereiro. Com base nos casos
notificados através da Rede Médicos Sentinela foram cal-
culadas as taxas de incidéncia semanais do SG, que se
mantiveram acima da area de atividade basal entre as se-
manas 50/2010 e 5/2011, com um pico de 121,12 casos por
100 000 habitantes na semana 52/2010. Assim considera-
-se que a atividade gripal em 2010-2011 foi moderada/alta
com um periodo epidémico de 8 semanas.

Caraterizagao dos casos de Sindroma Gripal

A maior proporgéo dos casos estudados, 44.5%, foi no-
tificada através da Rede de Servigos de Urgéncia (Tabela
1).

A razdo entre o género masculino e feminino foi de
1:1,27, e o grupo etario mais representado, com 52.2% dos
casos notificados, foi o correspondente a populagdo com
idades compreendidas entre os 15 e 0s 44 anos.

Pesquisa de virus influenza

Foram obtidos 1017 exsudados para analise laborato-
rial, correspondendo a 74.5% do total de casos de SG no-
tificados. A pesquisa de virus influenza revelou-se positiva
em 546 (53,7%) dos casos de SG, com uma maior propor-
¢ao de positivos nos meses de dezembro e janeiro (Fig. 1).

A circulagéo predominante de virus do tipo B (linhagem
Victoria) no inicio da época foi gradualmente substituida
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Fig. 1 — Distribuicdo semanal das taxas de incidéncia da Sindrome Gripal por 100 000 habitantes, com indicagéo da area de atividade
basal, e da notificagdo de casos através das componentes clinica e laboratorial do PNVG. Distribuigdo semanal do nimero de casos
negativos e do numero de casos de Gripe por (sub)tipo de virus influenza associado.
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pela circulagdo de virus do tipo A(H1)pdm09, sendo este
dominante desde a semana 1/2011 até ao final da época.
Os virus do tipo A(H3) e B/Yamagata foram detetados es-
poradicamente. Os virus do tipo A(H1) sazonais ndo foram
detetados nos casos estudados.

Caracterizacao dos casos de Gripe

A distribuigao por grupo etario dos casos com resultado
laboratorial (Tabela 2) mostra que a proporgéo de casos po-
sitivos € mais elevada (70,4%) no grupo etario das criangas
em idade escolar (5-14 anos), grupo onde também se veri-
ficou o valor mais elevado da taxa de incidéncia acumulada
de SG, 1590,4 casos por 100 000 habitantes. Nos grupos
etarios das criangas (0-4 anos) e dos idosos (> 65 anos), a

proporgao de casos positivos € mais baixa (respetivamente
32,4% e 19,0%).

Ainfegao por virus influenza na populagéo jovem/adulta
estudada (15-64 anos) esteve maioritariamente associada
ao virus do tipo A, enquanto no grupo etario das criangas
em idade escolar (5-14 anos) os casos positivos estiveram
maioritariamente associados a virus do tipo B (Tabela 2).

Relativamente ao quadro clinico apresentado no ato da
consulta, as odds ratio ajustadas revelam uma correlagao
estatisticamente significativa entre os sintomas tosse, fe-
bre, e mialgias e um caso de SG ser confirmado laborato-
rialmente como Gripe (Tabela 3).

Nos casos em que foi detetado o virus influenza A(H1)
pdmO09 verificou-se a mesma correlagéo significativa com

Tabela 1 - Caracterizagdo dos casos de Sindroma Gripal notificados segundo a origem da notificagdo, género e grupo etario.

Variaveis N.° casos notificados %
Médicos Sentinela 470 34,4
Projecto EuroEVA 288 21,1
Origem da notificagao
Servicos de Urgéncia 608 445
Total 1366 100,0
Masculino 601 44,0
Género Feminino 764 56,0
Total* 1365 100,0
0-4 52 3,9
5-14 168 12,4
- 15-44 705 52,2
Grupo etario
45-64 265 19,6
> 65 160 11,9
Total** 1350 100,0

*Néao esta incluido 1 caso para o qual ndo foi obtida informacéo sobre o género;
** N&o estao incluidos 16 casos para os quais ndo foi obtida informagéo sobre a idade.

Tabela 2 - Distribuigao, por grupo etario, dos casos analisados laboratorialmente. Resultados da pesquisa de virus influenza.

% Positivos

Grupo etario N.° casos SG analisados

(n)

% Positivos A % Positivos B

(n) (n)

0-4 34 32,4 (11)
5-14 115 70,4 (81)
15-64 736 57,6 (424)
> 65 116 19,0 (22)
Total* 1001 53,7 (538)

81,8 (9) 18,2 (2)
33,3 (27) 66,7 (54)
61,3 (260) 38,7 (164)
54,5 (12) 45,5 (10)
57,2 (308) 42,8 (230)

*Né&o estdo incluidos 16 casos para os quais ndo foi obtida informagéo sobre a idade, 8 (50,0%) dos quais foram positivos para Gripe [2 (25,0%) casos associados a infegdo com

Influenza A e 6 (75,0%) associados com infegdo com Influenza B]
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os sintomas tosse, febre e mialgias. Quando o virus influen-
za detetado foi do tipo B (linhagem Victoria), verificou-se
uma correlagdo significativa com os sintomas, febre e tos-
se.

Caraterizagao dos virus influenza

A analise antigénica e genética dos virus influenza iso-
lados no LNRVG na época de 2010/2011 revelou que, de
uma maneira geral, estes foram semelhantes as estirpes vi-
rais que constituiram a vacina antigripal recomendada para
a época.

As 70 estirpes virais da linhagem B/Victoria analisadas
apresentaram, na RIH, uma alta reatividade com o anti-
soro anti-influenza B/Brisbane/60/2008 (estirpe de virus
influenza B que integrou a vacina antigripal trivalente de
2010/2011). A analise genética baseada na subunidade
HA1 do gene da hemaglutinina, realizada em 19 virus in-
fluenza B/Victoria (18 estirpes isoladas em culturas celula-
res e 1 amostra clinica designada por EE98) demonstrou
uma elevada semelhanga genética com a estirpe vacinal
B/Brisbane/60/2008, apresentando as substituicdes de
aminoacidos caracteristicas deste grupo filogenético. A
substituicdo 1146V, observada em quase todas as estir-
pes isoladas foi a Unica a ocorrer num local antigénico da
hemaglutinina. O virus influenza B/Yamagata isolado (B/
Lisboa/9/2011) foi antigenicamente semelhante a B/Flori-
da/4/2006 (estirpe vacinal na época 2008/2009). A analise
genética deste virus, bem como a de uma estirpe presente
numa amostra clinica (EE222), revelaram a sua semelhan-
¢a com as estirpes de referéncia B/Bangladesh/3333/2007
e B/Wisconsin/1/2010.

A partir das amostras clinicas positivas para virus in-
fluenza A(H1)pdmO09 foram obtidos 2 isolados que se re-
velaram antigenicamente semelhantes a estirpe vacinal A/
California/7/2009. A anélise genética dos virus A(H1)pdmQ9
isolados e dos detetados em 12 amostras clinicas positivas
demonstrou a distribuicdo destes virus por 4 dos grupos
genéticos atualmente identificados'® para este subtipo (Fig.
2).

As substituicdes de aminoacidos relativas a A/Califor-
nia/7/2009 sao apresentadas na Tabela 4.

Todas as estirpes partilham as substituicdes P83S,
S203T e 1321V. Os virus A/Lisboa/6/2010 e o virus detetado
na amostra SU83 acumulam ainda a substituigdo N125D
(grupo A/Christchurch/16/2010); o virus detetado na amos-
tra EE53 adquiriu as substituicdes A134T e S183P (gru-
po A/Toulon/1173/2011); os virus detetados nas amostras
SU364, SU497, SU252, EE235, SU410 e EE194 partilham
as mutagdes D97N, R205K, 1216V e V249L (grupo A/As-
trakhan/1/2011); os virus do grupo A/St.Petersburg/27/2011
(A/Lisboa/1/2011, e os virus detetados nas amostras
SU44+, EE221, SU347 e SU421) tém em comum as muta-
¢oes D97N e S185T. De entre as substituicdes referidas, as
seguintes ocorreram em locais antigenicamente importan-
tes: N125D, S185T, S203T, R205K.

Da pesquisa das mutagdes associadas a resisténcia
aos antivirais e a determinag&o dos valores do IC_, para
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0 oseltamivir e zanamivir pelo método de fluorescéncia
(ensaio fenotipico) verificou-se que, desde o surgimento
do virus pandémico até a presente data, foram detetadas
3 estirpes do virus da gripe A(H1)pdmO09 possuidoras da
substituicdo H275Y no gene da neuraminidase, uma das
quais confirmada resistente ao oseltamivir através de en-
saio fenotipico. As 49 estirpes do virus influenza B avalia-
das pelo método de fluorescéncia revelaram-se sensiveis
ao oseltamivir e zanamivir.

DISCUSSAO

A época de vigilancia da gripe de 2010/2011 caracteriza-
-se por ser a época posterior a primeira pandemia do século
XXI associada a circulagdo de um novo subtipo de virus in-
fluenza. Este virus é caracterizado por uma recombinagao
genética de virus influenza de origens diferentes, humana,
aviaria e suina. A sua dispersdo ocorreu de forma muito
rapida e a escala mundial, temendo-se poder também estar
associado a caracteristicas clinicas mais graves da doenca
e a taxas de morbilidade e mortalidade, associadas a in-
fegdo, elevadas. No decorrer das duas ultimas épocas de
vigilancia da gripe, de 2009/2010 e 2010/2011, verificou-se
a circulagéo do virus da gripe pandémico, A(H1N1)pdm09,
sendo no entanto de salientar que na época da pandemia
(2009/2010) este se apresentou com caracteristicas parti-
culares no que diz respeito a sua distribuicao temporal, aos
grupos etarios mais afetados, aos casos de infe¢do grave e
de 6bito, e aos fatores de risco associados. Em 2009/2010
foi detetado um nimero elevado de casos de gripe durante
0s meses de verao, sendo a proporgao destes mais eleva-
da no grupo etario dos 5-14 anos e mais baixa nos individu-
os mais velhos com idade superior a 50 anos." Os 6bitos
ocorreram essencialmente em individuos adultos com ida-
de média de 47,6 anos,' contrastando com o descrito em
épocas anteriores em que o grupo dos mais velhos era o
mais afetado. Foi referido nos mais velhos a presenca de
imunidade adquirida para o virus da gripe A(H1N1)pdmQ9,
o que justificaria a baixa taxa de ataque neste grupo.'® Aos
casos de Obito estiveram também associados fatores de
risco como a obesidade morbida (IMC240) e a gravidez/
puerpério, até entdo pouco valorizados."

Na época pds pandémica, 2010/2011, as caracteristi-
cas clinicas e epidemiolégicas da doenca associadas ao
virus pandémico revelaram-se muito semelhantes as de
uma gripe sazonal.

A época de 2010/2011 foi uma época classica, tal como
na maioria dos paises europeus. A semelhanca de épocas
anteriores, foi no periodo de inverno em que a circulagao
do virus da gripe se intensificou.’* A detegdo dos primei-
ros virus ocorreu no inicio de outubro e o periodo epidémi-
co, com 8 semanas de duragéo, decorreu entre a semana
50/2010 e a semana 5/2011. Durante este periodo a taxa
de incidéncia atingiu o valor maximo de 121,12 casos por
100 000 habitantes, na semana 52, sendo a atividade gripal
considerada alta / moderada.

Da analise viroldgica, podemos dizer que a época teve
uma apresentagao bifasica, primeiramente dominada pelo
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Fig. 2 — Arvore filogenética das estirpes de influenza A(H1)pdm09. As estirpes analisadas estéo representadas a azul, a estirpe vacinal a
vermelho e as estirpes de referéncia a negrito. Sdo mostrados os valores de bootstrap superiores a 70.
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virus influenza B (linhagem Victoria) e mais tarde pelo sur-
gimento do virus influenza A(H1N1)pdmQ9, sendo este ul-
timo o detetado num maior nimeros de casos (55,7%). A
detegao dos virus influenza do subtipo A(H3) e B (Yamaga-
ta) foi esporadica. O virus influenza A(H1)sazonal nao foi
detetado.

As estirpes A(H1N1)pdmQ9 e B/Victoria isoladas mos-
traram-se antigenicamente e geneticamente muito seme-
Ihantes as estirpes incluidas na composigédo da vacina dis-
ponivel para a época.

A maioria das estirpes do virus da gripe A (H1N1)pdmQ9
permanecem ainda sensiveis ao oseltamivir e zanamivir,
tendo sido detetados apenas alguns casos esporadicos de
virus resistentes ao oseltamivir. Todas as estirpes do virus
da gripe A(H1N1)pdmO09 resistentes ao oseltamivir pos-
suem a substituicdo H275Y no gene da neuramindase e es-
tdo geralmente associadas a casos de infegdo em doentes
imunodeprimidos em fase de tratamento com o antiviral.®
A transmissao das estirpes resistentes pessoa-a-pessoa foi
documentada esporadicamente, como o surto descrito na
Australia’® e mais recentemente os dois casos de turistas
holandeses regressados de férias em Espanha (Catalunha)
onde se pensa terem contraido a infecgdo.'” Das 3 estir-
pes do virus da gripe A(H1)pdmO09 resistentes ao oselta-
mivir detetadas, no LNRVG, apurou-se que dois dos casos
estavam associados a doentes imunossuprimidos em tra-
tamento com o antiviral e que um outro caso foi detetado
na comunidade sem evidencia de tratamento prévio com
antivirais. Os virus influenza A(H1N1)pdm09 mantém-se
sensiveis ao zanamivir o que pode constituir alternativa te-
rapéutica em casos de infegdo grave. A monitorizagédo das
resisténcias aos antivirais € de grande importancia para a
detecgao precoce de estirpes que apresentem resisténcias
e que circulem na comunidade de forma a permitir tomada
de medidas consideradas necessarias para conter a disse-
minagao na populagdo humana destas estirpes.

Durante a época de 2010/2011 todos os grupos etarios
foram afetados pelo virus da gripe, os casos onde o virus
foi detetado em maior numero (70,4%) foi no grupo das
criangas em idade escolar (5-14 anos) com uma taxa de in-
cidéncia acumulada na época de 1590,4 casos por 100 000
habitantes. Foi também neste grupo que o virus da gripe do
tipo B foi detetado em maior percentagem (66,7%), o que
estd de acordo com o descrito em estudos anteriores.’® O
grupo das criangas em idade escolar € aquele onde a trans-
missdo do virus ocorre de forma muito rapida devido aos
seus comportamentos.'® Os virus influenza do tipo A foram
detetados em numero mais elevado na populagédo adulta
(15-64 anos). Foi na populagdo idosa com idade igual ou
superior a 65 anos que foi detetado o menor niumero de
casos de gripe, 0 que podera estar associado ao facto de
pertencerem a um dos grupos alvo para a administracao
da vacina antigripal onde a adesado a vacinagdo € a mais
elevada.0?!

No ambito do PNVG foram ainda estudados os sinto-
mas/sinais considerados para a definicdo de caso de SG
(Tabela 3), sendo possivel verificar que na época em es-
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tudo os sintomas/sinais como a febre, tosse e mialgias
revelaram estar associados a um risco aumentado para a
confirmagéo laboratorial de um caso de gripe.?

Para os casos de infegdo pelo virus da gripe do tipo
B verificou-se que as mialgias ndo estavam téo frequente-
mente associadas a estes casos.

A época de vigilancia em analise, 2010/2011, é em tudo
muito comparavel as épocas, dos ultimos 20 anos, onde o
virus influenza do tipo A predominou, excecao feita as épo-
cas de 1998/99, 2001/02 e 2004/05 onde as taxas de inci-
déncia maximas atingiram valores superiores a 200 casos
por 100 000 habitantes, tendo predominado nestas épocas
o virus do subtipo A(H3).2

O Sistema de Vigilancia, apesar de apresentar algumas
limitagdes que devem ser tomadas em conta na interpreta-
¢éo dos dados (impossibilidade de selecdo da populagao
em observagdo como uma amostra representativa da popu-
lacdo portuguesa, e subnotificacdes ou sobrenotificagbes
de casos de SG), tem como objetivo principal a apresenta-
¢éo de informacgéao rigorosa que permita avaliar a situagao
da gripe em Portugal e tomar decisées para aplicagéo de
medidas de controlo da infegao.

Aintegracéo de diversas fontes de informacdo no PNVG
constitui um contributo importante para o conhecimento cli-
nico e epidemioldgico desta infecdo respiratéria. No caso
dos SU e projeto Imove/EuroEva embora a sua inclusao
tenha permitido uma melhor caracterizagao dos casos de
Gripe, o facto de se tratar de uma amostra de conveniéncia,
imprescindivel para os objetivos do Programa de Vigilancia,
implica que seja necessario adotar certas precaugbes na
interpretacéo global dos resultados.

O constante aperfeicoamento do Sistema de Vigilancia,
resultante do empenho de todos os seus intervenientes,
tem contribuido para uma melhor caracterizagao das epi-
demias de Gripe que ocorrem no nosso Pais.

CONCLUSAO

A existéncia de um Programa de Vigilancia da Gripe
com a integracao da componente clinica e laboratorial per-
mite anualmente descrever a atividade dos virus da gripe
em Portugal e efetuar o estudo das suas caracteristicas
antigénicas e genéticas. A monitorizagdo da ocorréncia de
surtos e do aparecimento de estirpes virais resistentes aos
antivirais constitui motivo de grande importancia para a re-
alizacdo de uma vigilancia continua da atividade gripal a
nivel nacional.
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