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THE WHO GLOBAL INFLUENZA SURVEILLANCE NETWORK

146 Centros Nacionales de Gripe 4 Centros Colaboradores



GLOBAL INFLUENZA SURVEILLANCE AND RESPONSE SYSTEM (GISRS)

Vigilancia clínica

Vigilancia epidemiológica

- Identificación de aislamientos- Resistencias a antivirales- Patogenia- Patrones de excreción viral

- Evaluación de la circulación gripal- Identificación de cepas circulantes- Consenso sobre cepas vacunales- Evaluación de la eficacia y efectividad vacunal

Objetivo: Asistencial

Objetivo:  Seguimiento y  prevención
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- Detección molecular de virus de la gripe- Cultivo de virus de la gripe- Caracterización antigénica y genética- Almacenamiento de cepas- Remisión de cepas a los centros referencia colaboradores de la OMS- Monitorización de susceptibilidad a antivirales- Reporte electrónico de datos epidemiológicos y virológicos nacionales e internacionales- Análisis de la inmunidad de la población y de la eficacia y efectividad vacunal

Tareas de los Centros Nacionales de Gripe

http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/influenza/laboratory_network/Pages/key_tasks.aspx



www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/national_influenza_centres/20101206_specimens_selected_for_virus_isolation_and_shipment.pdf?ua=1

¿Por qué trabajamos como trabajamos?

El objetivo es:
 Saber que cepas están circulando
 Intensidad de esa circulación
 Presencia de resistencias a antivirales y mutaciones patogénicas

Saber cuales son las cepas idóneas para incluir en la vacuna estacional de la siguiente temporada de gripe



www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/national_influenza_centres/20101206_specimens_selected_for_virus_isolation_and_shipment.pdf?ua=1





Muestra respiratoria
Cultivo celularDiagnóstico molecular (DM)

 Lactantes < 1 año
 UVI y  UVIP
 Red Centinela
 Peticiones especiales
 Protocolo NeumoPed

 Resto de peticiones

Ventajas
 Mayor sensibilidad y especificidad
 Diagnóstico rápido, incluso en 1 hora
 Identificación de varios patógenos a la vez
 Limite de detección muy bajo
Desventajas
 No permite ver la viabilidad del virus
 Más susceptible a contaminaciones cruzadas
 Equipamiento más caro

Ventajas
 Permite saber si el virus es viable

Desventajas
 Necesita métodos accesorios para detectar el crecimiento del virus (microscopía fluorescente, hemaglutinación, etc.)
 Protocolo muy laborioso y largo
 Baja sensibilidad pero alta especificidad



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios
 El DM tiene como objetivo detectar material genético del virus para confirmar su presencia
 Se basa en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo nx



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios
 Gripe A
 Gripe A/H1pdm09
 Gripe A/H3N2
 Gripe A/H1N1
 Gripe B
 VRS A
 VRS B
 Bocavirus
 Metapneumovirus
 Entero/Rinovirus

 Coronavirus OC43
 Coronavirus HKU1
 Coronavirus NL63
 Coronavirus 229E
 Parainfluenza 1
 Parainfluenza 2
 Parainfluenza 3
 Parainfluenza 4
 Adenovirus

 M. pneumoniae
 C. pneumoniae
 L. pneumophilaMagPix

S40 S20S1

Periodo de Vigilancia de la gripe
PCR  Todos los días de la semana

S40

Periodo de NO Vigilancia de la gripe
PCR  2 días a la semana

(Octubre) (Enero) (Mayo) (Octubre)



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios
Después de este diagnóstico existen 7 supuestos:
 Detección de gripe A, incluido el subtipo (A/H1N1pdm09, A/H3N2)
 Detección de gripe A, sin subtipo
 Detección de gripe B
 Detección de otro virus respiratorio
 Detección de bacterias atípicas
 Detección de co-infecciones de varios de estos
 Resultado negativo

Gripe A sin subtipo
 Siempre que existan gripes A sin subtipar se han de remitir al Centro Colaborador de la OMS
 Normalmente estos casos son por baja carga viral o por la propia evolución de los subtipos, pero a veces pueden ser casos aviares o porcinos (muy infrecuentemente)
 Para su subtipo utilizamos varias PCRs diferentes

 CDC Subtyping Panel (H1p, H3, H1)
 Clondiag
 Roche A/H1N1p subtyping panel
 Cepheid….

Gripe B

Identificación de linajes Victoria y Yamagata

PCR In-house



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios
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Desde el año 2009:
 Gran número de peticiones en la pandemia debido a la emergencia del subtipo A/H1N1pdm09
 Continuo ascenso del número de peticiones de virus respiratorios hasta el año 2016
 En estos momentos el número de peticiones está en número similar a las obtenidas en la pandemia
 El DM para virus respiratorios supone ≈20% de las peticiones para DM de todo el laboratorio



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios

Vigilancia y caracterización genética

Resistencias a fármacos antivirales

Mutaciones patogénicas



Diagnóstico Molecular de virus respiratorios

Muestras centinela

Gripe +; Vacunado +
Gripe +; Vacunado -
Gripe – (otros virus respiratorios +); Vacunado +
Gripe – (otros virus respiratorios +); Vacunado -

Análisis del microbiomanaso-faríngeo mediante estudio del gen 16s
Objetivo:Conocer las diferencias en el microbioma naso-faríngeo humano entre individuos infectados y no infectados por gripe

Es necesario recoger una muestra naso-faríngea con una torunda para bacterias además del frotis para virus



Cultivo Celular (CC) y Cultivo en huevo embrionado de gallina
 El objetivo del cultivo celular es conocer la presencia de virus de la gripe (y otros virus respiratorios), conocer su viabilidad y aumentar la carga viral

Cultivo en huevo embrionado de gallinaCultivo en células
 Shell vials

 Frascos Flask
Todas las cepas tras ser cultivadas recibirán un nombre como:A/Valladolid/159/2013A/Burgos/24/2014A/Salamanca/26/2014



- Detección molecular de virus de la gripe- Cultivo de virus de la gripe- Caracterización antigénica y genética- Almacenamiento de cepas- Remisión de cepas a los centros referencia colaboradores de la OMS- Monitorización de susceptibilidad a antivirales- Reporte electrónico de datos epidemiológicos y virológicos nacionales e internacionales- Análisis de la inmunidad de la población y de la eficacia y efectividad vacunal

Tareas de los Centros Nacionales de Gripe

http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/influenza/laboratory_network/Pages/key_tasks.aspx



Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)

 Reacción basada en la capacidad de la HA de unirse específicamente a los receptores de ácido siálico de los eritrocitos

 Es la prueba recomendada por la OMS para determinar las características antigénicas de los virus de la gripe en el Programa Mundial de Vigilancia de Gripe 



Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)



Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)
 Caracterización antigénica

El objetivo es conocer las características antigénicas del virus a estudio y compararlas con los ya existentes

Reactivos de identificación de la OMS



Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)
 Determinación del título de Acs pre y post-vacunales
El objetivo es conocer:
 Protección de la población antes de la vacunación
 Inmunización producida por la vacunación
 Seroprotección alcanzada
Otros objetivos
 Seroprotección frente a virus no incluidos en la vacuna
 Inmunización heterotípica y protección cruzada



Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)
T 2006-07 T 2008-09

T 2009-10 T 2010-11



Subtipo o linaje Criterio EMA 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Tasa Seroprotección 13,3 20,9 23,3 86,0
Tasa Seroconversión 13,3 14,0 20,9 79,1
Razón de Incremento 3,6 4,7 3,8 38,8
Tasa Seroprotección 82,2 83,7 58,1 67,4
Tasa Seroconversión 42,2 60,5 16,3 16,3
Razón de Incremento 3,3 7,6 2,1 1,7
Tasa Seroprotección 93,3 90,7 83,7 95,3
Tasa Seroconversión 62,2 74,4 30,2 51,2
Razón de Incremento 5,8 12,9 2,7 3,9
Tasa Seroprotección 42,2 60,5 46,5 53,5
Tasa Seroconversión 11,1 34,9 4,7 4,7
Razón de Incremento 1,7 4,6 1,4 1,4
Tasa Seroprotección 64,4 62,8 44,2 81,4
Tasa Seroconversión 35,6 9,3 14,0 25,6
Razón de Incremento 4,3 1,5 1,9 2,6

*Color verde: Valor superior al cut-off del criterio EMA
**Color rojo: Valor inferior al cut-off del criterio EMA

B/Victoria

Cohortes

A/H1N1pdm09

A/H1N1

A/H3N2

B/Yamagata

Reacción de Inhibición de Hemaglutinación (RIH)



Muestra centinela +

Objetivo: Asesorar a la OMS en la creación y desarrollo de la vacuna antigripal de la siguiente temporada

Muestra No centinela +

Muestracentinela -

Cultivoenhuevo

Cultivoencélulas

NIC Londres(Mill Hill)
IdentificaciónporRIH

Envío de muestras Envío 1: Primeros casos detectados (Octubre/Noviembre)

Envío 2: Casos más relevantes (Enero)

IdentificaciónA/Valladolid/159/2013A/Burgos/24/2014A/Salamanca/26/2014

Contribución al desarrollo y mejora de la vacuna antigripal



Médicos Centinela:
 Vuestra labor es importante
 Lo que hacéis no cae en saco roto ni solo incrementa el peso de los CV
 El dinero gastado en esto tiene varios objetivos:

 Mejorar la vigilancia y “adelantarse” a la gripe
 Mejorar las vacunas antigripales
 Mejorar la atención a los pacientes a nivel ambulatorio y hospitalario





Programa:
11.30. “Perspectivas futuras de la gripe”. Dr. Raúl Ortiz de Lejarazu.12:00. “Aspectos prácticos de la recogida de muestras en vigilancia epidemiológica"Dra. Silvia Rojo Tello12:30. “Temporada 2016-2017”.Dr. Tomás Vega Alonso13:00. “Cálculo de umbrales y niveles de intensidad”D. José Eugenio Lozano Alonso”13:30. "Flujo de trabajo del diagnóstico virológico en el Centro nacional de gripe" Dr. Iván Sanz Muñoz”
14:00 Comida
16:00 Visita al laboratorio de microbiología del Hospital Clínico de Valladolid (Centro Nacional de Gripe). 60-90 minutos


