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RESUMEN

Existen tres tipos de virus de la gripe: A, B'y C. Estos virus evo-
lucionan constantemente debido a que presentan dos caracteristicas
principales, la primera es la falta de capacidad correctora de la poli-
merasa viral que hace que se acumulen mutaciones puntuales en sus
genes (deriva antigénica), y la segunda la naturaleza de su genoma
formando por ocho segmentos lo que le permite el intercambio de
genes entre distintos virus (salto antigénico). Esta plasticidad viral
ha permitido que los virus de la gripe A sean capaces de adaptarse a
diferentes hospedadores y adquirir capacidades pandémicas.

El sistema de vigilancia de la gripe en Espaia (SVGE) surgio
como respuesta a la preocupacion de que se produjera una pandemia,
maxime después de los casos de gripe aviar detectados en el ser
humano. Este sistema de vigilancia esta formado por dieciséis redes
de médicos generales y pediatras centinela y diecinueve servicios de
epidemiologia, coordinados por el Centro Nacional de Epidemiolo-
gia (CNE) y una red de dieciocho laboratorios, la red de laboratorios
de Espafioles de Gripe (ReLEG), coordinados por el Centro Nacio-
nal de Microbiologia (CNM).

El objetivo de este articulo es presentar la actuacion de la ReLEG
durante la pandemia producida por el virus de la gripe (HIN1)2009,
durante la temporada 2009-2010. La funcion principal de la red es la
vigilancia de los virus circulantes mediante su deteccion y posterior
caracterizacion genética y antigénica, incluyendo la deteccion de las
mutaciones de resistencia que afectan a los farmacos en uso, princi-
palmente el Oseltamivir.

Palabras clave: Virologia. Pandemia. Subtipo HIN1 del Virus
de la Influenza A. Gripe humana. Espaiia.
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ABSTRACT

Pandemic Influenza A(HIN1).
The experience of the Spanish
Laboratories of Influenza Network
(ReLEG)

There are three types of influenza viruses: A, B, C. These viruses
evolves constantly due to two main characteristics: the first one is the
lack of the correction ability of the viral polymerase which causes the
accumulation of single nucleotide mutations in the viral genes intro-
duced by an error-prone viral RNA polymerase, (antigenic shift).
The second one is the nature of their genome, formed by eight seg-
ments, which allows the interchange of genes between two different
viral strains (antigenic drift). This viral plasticity, has allowed to the
influenza A viruses to infect new host species and to cause infections
with a pandemic characteristics.

The Spanish influenza surveillance system, SVGE (its Spanish
acronym), arises as a response to the possibility of facing a pandemic
situation, especially after the transmission of avian influenza viruses
to humans. This surveillance system is formed by sixteen physician
and paediatrics network, nineteen epidemiological services coordi-
nated by the National Epidemiological Centre (CNE) and eighteen
laboratories , the Spanish Laboratories of Influenza network
(ReLEG), coordinated by the National Centre of Microbiology.

The aim of this article is to show the action of the ReLEG, in the
pandemic caused by the influenza virus A(HIN1) during the season
2009-2010. The main objective of this network is the surveillance of
the circulating viruses by means of their detection and their subse-
quent antigenic and genetic characterization, including the detection
of resistance mutations against the main drugs, such as Oseltamivir.

Key words: Virology. Sentinel surveillance. Disease Outbreaks.
Influenza A virus, HIN1 subtype. Grippe. Influenza, human. Spain.
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EL VIRUS PANDEMICO (HIN1) 2009

Los virus de la gripe, o virus influenza, se
clasifican en tres tipos diferentes, A, By C.
Los del tipo A afectan a gran variedad de aves
y mamiferos, entre ellos el ser humano.
Estructuralmente (figura 1) el virus presenta
una envuelta lipidica de donde sobresalen las
glicoproteinas hemaglutinina (HA) y neura-
minidasa (NA) que contienen los principales
determinantes antigénicos virales. Una terce-
ra proteina de membrana, la proteina matriz
M2, forma el canal idnico transmembrana.
Este conjunto o envuelta viral estd recubierto
por dentro por una capa formada por la prote-
ina matriz M1, que encierra las «ribonucleo-
proteinas» que contienen el genoma viral y el
complejo de la polimerasa (PB1,PB2y PA)y
que estan estructuradas por la nucleoproteina
(NP). El genoma esta formado por ocho seg-
mentos de ARN de cadena sencilla y polari-
dad negativa, con un tamafo de 13.600
nucledtidos y codifica 11 proteinas.

Los virus de la gripe evolucionan constan-
temente utilizando diferentes mecanismos.
La falta de capacidad correctora de la poli-
merasa viral ocasiona gran numero de muta-
ciones puntuales durante la replicacion del
genoma, lo que da lugar al fendmeno de
deriva antigénica (antigenic drift). La alta
tasa de mutacion a la que estan sometidas las
proteinas HA y NA obliga cada afo a revisar
los virus que forman parte de las vacunas'.
Otros mecanismos de evolucion de los virus
influenza se deben al hecho de poseer un
genoma segmentado que facilita el inter-
cambio genético o la recombinacion genéti-
ca, originando el llamado salto antigénico
(antigenic shift). Hasta ahora se han descrito
16 subtipos de HA (H1-H16) y 9 subtipos de
NA (N1-N9). La plasticidad de estos virus,
que les permite incorporar pequefios y gran-
des cambios, es la base de su evolucion
constante y de su naturaleza de agente zoo-
ndético con capacidad para adaptarse a nue-
vos hospedadores y llegar a adquirir capaci-

Figura 1

PB1, PB2, PA

complejo polimerasa

482

st proteina no estructural 2

Envuelta lipidica

proteina canal iénico

M, proteina matriz

NS,

proteina no estructural 1

NP nucleoproteina

Rev Esp Salud Publica 2010, Vol. 84, N.° 5



GRIPE PANDEMICA HIN1 (2009). EXPERIENCIA DE LA RED DE LABORATORIOS DE GRIPE DEL SISTEMA DE VIGILANCIA...

Figura 2

Segmentos genéticos, hospedador y aiio de introduccion (Fuente: Garten RJ et al. Science 2009;325:197-201
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dades pandémicas para el ser humano. Este
tema siempre ha preocupado a los expertos y
a las autoridades sanitarias, maxime a raiz de
los casos humanos por gripe aviar detecta-
dos en los tltimos aflos.

La estructura del nuevo virus pandémico
(HINT) 2009 se describe en? segun el esque-
ma reproducido en la figura 2. Todos los seg-
mentos del genoma tienen su origen en las
aves desde las que durante diferentes afios
pasaron a los cerdos, excepto en el caso del
segmento PB1 que tuvo un paso intermedio
por el ser humano. Hacia 1918 se produjeron
infecciones de cerdos por virus aviares que
poseian los genes HA, NP y NS, que desde
entonces se han mantenido en los virus del
linaje porcino clasico o americano. Hacia
finales de la década de los 90 se hizo enzoo-
tico en la cabana americana un virus en el
que se identificé un triple reagrupamiento
génico (triple reassortant) y que produjo
algunos casos humanos®. Los nuevos virus
detectados en California incorporan seis
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genes del virus con triple agrupamiento,
mientras los genes NA y M corresponden al
linaje porcino Euroasiatico, que fue origina-
do también por virus aviares que hacia 1979
infectaron las piaras de Europa.

Un estudio de evolucion del nuevo virus
(HINT) 2009 basado en el analisis del geno-
ma viral completo de 290 aislados obtenidos
por secuenciacién masiva®, indica que el
virus se ha diversificado en al menos 7 cla-
dos o grupos en los 4 primeros meses de cir-
culacion. Se corresponden con modelos
definidos que, excepto en el clado 4, estarian
dispersos en distintos paises y continentes,
pudiendo co-circular en tiempo y espacio
con aparente buena transmisibilidad en el
hombre. En los distintos genes, en cada cla-
do se identifica una serie de cambios de ami-
no-acidos, aunque ninguno de estos cambios
se localiza en los sitios antigénicos de la
subunidad HA1 de la HA, ni en posiciones
asociadas con funciones importantes, como
podrian ser el sitio de union al receptor celu-
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lar (que define el tropismo del virus por dife-
rentes tejidos u hospedadores), o también las
regiones dianas de los distintos antivirales.

La secuenciacion total o parcial de HA'y
de NA de numerosos virus (HIN1) 2009 en
todo el mundo estd permitiendo seguir la
aparicion de mutaciones que pueden tener
importancia bioldgica por su situacion en los
tipos de zonas antes mencionadas Se especu-
la con que la mutacion D222G, detectada en
primer lugar en Noruega®, podria contribuir
a un mayor neumotropismo del virus,
aumentando por tanto la gravedad de la
infeccion. Hacia finales de 2009 una evalua-
cion de la OMS de los datos obtenidos en
gran parte del mundo® no pudo llegar a
demostrar esta hipotesis.

Por otra parte, el estudio de la aparicion y
de la evolucion de las resistencias a agentes
antivirales presenta el maximo interés en los
inicios de una pandemia ya que, en ausencia
de nuevas vacunas, constituyen el tinico ins-
trumento de control especifico. En esta oca-
sion, se determino desde el principio que el
virus (HINT1) 2009 era resistente a los ada-
mantanos, por lo que solo podrian emplearse
drogas inhibidoras de la NA, como el Osel-
tamivir o el Zanamivir. La OMS pudo valo-
rar hacia el final de 20097 los primeros 109
casos encontrados, lo que influyd en las
recomendaciones para la utilizacion de anti-
gripales.

PREPARACION PANDEMICA

Las relaciones de los virus gripales con el
ser humano han sido esquematizadas por la
OMS en una serie de Fases que abarcan des-
de los brotes estacionales hasta las pande-
mias®. Las Fases 1-3 recogen los estadios en
los que no se han detectado en el hombre
infecciones por virus animales o solo se han
detectado esporadicamente, o bien los virus
no han alcanzado la transmision eficaz al ser
humano. En la Fase 4 se detecta transmision
persona-persona dando lugar a brotes a nivel

484

comunitario. En la Fase 5 los virus ya se han
propagado al menos en dos paises de una
misma region de la OMS. En la Fase 6 se
considera que existe una situacion de pande-
mia cuando se detectan brotes en un tercer
pais perteneciente a una region diferente de
la OMS. La fase 6 se prolonga en 2 periodos,
el posterior al pico maximo, reconoce la acti-
vidad decreciente, pero todavia no puede
descartar que suceda otra onda pandémica.
En el periodo post-pandémico la actividad
gripal ha vuelto ya a los niveles estacionales
habituales. Durante las fases 1 a 3 es necesa-
rio desarrollar la capacidad y planificacion
para la prepararse ante las fases siguientes.
En las fases 4 a 6 habra que llevar a cabo las
medidas de respuesta y mitigacion. En los
periodos posteriores a la fase 6 es importan-
te mantener la vigilancia y realizar una fase
de recuperacion y de evaluacion de la pande-
mia.

En Espafia El Plan Nacional de Prepara-
cion y Respuesta ante una Pandemia de Gri-
pe se fue desarrollando a lo largo de varias
versiones y afios’. E1 18/09/2003 se celebro
la primera reunion del Comité Ejecutivo
Nacional encargado de hacer una evaluacion
del riesgo para la poblacion espafiola y de
aprobar protocolos de actuacion. Asi mismo,
se designaron 4 grupos de trabajo especifi-
cos llamados Subcomité de Vigilancia de
Gripe, Subcomité de Vacunas y Farmacos
antivirales, Subcomité de Respuesta a la
Emergencia y Subcomité de Comunicacio-
nes

SISTEMA DE VIGILANCIA DE GRIPE
EN ESPANA (SVGE)

Segun se muestra en la figura 3 est4 for-
mado por:

— 19 Servicios de Epidemiologia de las
17 CCAAs y las ciudades de Ceuta y
Melilla, coordinados por el Centro
Nacional de Epidemiologia (CNE).

Rev Esp Salud Publica 2010, Vol. 84, N.° 5
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Figura 3

Sistema de Vigilancia de la Gripe en Espaiia: SVGE

SVGE:
A. Redes de Médicos Centinela: (16)

B. Red de Laboratorios ReLEG (18) A
Coordinados por el CNM O

C. Servicios de Epidemiologia (19)
coordinados por el CNE

— 16 Redes de médicos y pediatras centi-
nela, en la mayoria de las Comunida-
des Autonomas (CCAA).

— Una red nacional, ReLEG (Red de
Laboratorios Espafioles de Gripe) for-
mada por 18 laboratorios con capaci-
dad de deteccion de virus gripales,
coordinados por el Centro Nacional de
Microbiologia (CNM), que es el cen-
tro de referencia a nivel nacional. Tres
de los laboratorios de ReLEG son a la
vez internacionales National Influen-
za Centres de la OMS [NIC]: CNM
del ISCIII, Facultad de Medicina de
Valladolid y Hospital Clinic de Barce-
lona.

La mision de la RELEG es vigilar los
virus circulantes mediante su deteccion y
caracterizacion genética y antigénica, lo que
se lleva a cabo en colaboracion con las
Redes de Médicos Centinelas, que cubren a
un 2% de la poblacion espaiiola. La vigilan-
cia de la gripe se basa en el analisis semanal
conjunto de los datos virologicos y clinico-
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epidemioldgicos, lo que permite al SVGE
tener la vision detallada de 1a evolucion de la
actividad gripal en Espafia y en cada una de
sus CCAA. La explotacion y analisis de los
datos a nivel nacional la realiza el CNE.
Semanalmente se publica un boletin de vigi-
lancia de la gripe disponible en http://vgri-
pe.isciii.es/gripe/inicio.do. La difusion de la
informacion generada se integra en la vigi-
lancia internacional de la enfermedad
mediante el envio de la informacion semanal
al ECDC.

El otro objetivo del diagndstico virologi-
co de la gripe es el de contribuir a la toma de
decisiones clinicas en determinados pacien-
tes. Se realiza fundamentalmente en los hos-
pitales, como soporte a la asistencia que lle-
va a cabo el sistema sanitario. A través de
ReLEG se incorpora al SVGE esta informa-
cion viroldgica procedente de fuentes no
centinela. Durante la pandemia estos datos
han resultado de gran utilidad, para caracte-
rizar el patron de los virus responsables de
las infecciones respiratorias de los pacientes
hospitalizados.
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DESCRIPCION DE LA VIGILANCIA
VIROLOGICA REALIZADA
EN ESPANA EN LAS DISTINTAS
ETAPAS DE LA PANDEMIA
POR EL NUEVO VIRUS A(HIN1)

E1 17 de Abril de 2009 los Center for Dise-
ase Control and Prevention (CDC)! infor-
maron de los primeros casos de infeccién por
gripe A de origen porcino (HIN1) en dos
nifios que vivian en el sur de California. En
ambos casos los virus estaban muy relaciona-
dos genéticamente, eran resistentes a los ada-
mantanos y contenian una combinacion uni-
ca de segmentos genéticos que no se habia
descrito hasta ese momento ni en seres huma-
nos ni en cerdos. Tras identificarse también
otros casos humanos en México y sur de
EEUU, los datos epidemiologicos disponi-
bles hicieron sospechar que la enfermedad
pudiera transmitirse de persona a persona''.

El 27 de abril la OMS paso6 de la fase 3 de
alerta pandémica a la 4 y dos dias después la
elevo a la fase 5, al comprobarse la existen-
cia de casos en mas de dos paises de una mis-
ma Region de la OMS.

En Espatia el 26 de abril se inici6 el estu-
dio de tres pacientes que habian vuelto de
México, confirmandose dos de ellos el dia
27 en el CNM, como infeccion debida al
nuevo virus de la gripe A'2. De este modo,
Espafia, fue el primer pais europeo que llevo
a cabo el diagnostico especifico del virus
A(HINT)pdm.

A partir de ese momento la funciéon del
CNM fue diagnosticar los casos sospecho-
sos importados y a sus contactos, mediante
la utilizacion de técnicas de desarrollo pro-
pio, que por el momento eran las unicas dis-
ponibles. Inmediatamente se 1levo a cabo la
transferencia y puesta a punto de estas técni-
cas en el resto de laboratorios de la ReLEG.
Por tanto, en los momentos iniciales el CNM
se hizo cargo del diagndstico de todos los
casos, aunque después se fue asumiendo por
la ReLEG, excepto en aquellas CCAA donde
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no se contaba todavia con laboratorio de
referencia, en las que el CNM continud asu-
miendo esta funcion. De esta forma el CNM
se centr6 entonces en la confirmacion de los
casos positivos, en el apoyo a otros laborato-
rios en casos de diagnostico problematico, y
en la caracterizacion de los diferentes virus
identificados. La ReLEG misma sirvié de
apoyo a nuevos laboratorios hospitalarios
que se iban sumando al diagnostico virologi-
co de los casos graves.

A continuacion se describen sucintamente
varias etapas diferenciadas en el transcurso
de la pandemia, segin los cometidos de la
ReLEG y en las que sus laboratorios resulta-
ron claves. Las caracteristicas de estas eta-
pas pueden identificarse en la figura 4.

Etapa 1. 25/04/2009-8/05/2009: (Semanas
17 y18, incluidas)

Esta etapa corresponde a la fase de con-
tencion del virus y el objetivo virologico es
caracterizar la transmision existente en el
pais (identificacion de casos importados y
posible transmision autdctona). Los datos
virolégicos deben servir de soporte a cual-
quier cambio observado en la epidemiologia
o en la presentacion clinica de la infeccion,
para instaurar las medidas oportunas de con-
trol a nivel comunitario. En los primeros
dias en que no existia un método de diagnos-
tico molecular especifico de la gripe
A(HIN1)pdm, el CNM puso en marcha téc-
nicas que habia desarrollado antes. Resulto
muy util una PCR genérica y multiple capaz
de identificar cualquier virus gripal de los
tipos A, By C, la cual se basaba en la ampli-
ficacion del gen de la NP, una de las protei-
nas virales mas conservadas. También se
habian desarrollado PCRs en otras proteinas
virales, en las que se utilizaban primers con
bases degeneradas que son mas versatiles. A
aquellos pacientes sospechosos de padecer
la nueva gripe (por cumplir la definicion de
caso) se les tomaba preferentemente exuda-
do nasal o faringeo (siguiendo las directrices

Rev Esp Salud Publica 2010, Vol. 84, N.° 5
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recogidas en el Plan Pandémico para
AHS5N1)y se enviaban al CNM para su diag-
nostico. Este se basaba en dos tipos de ensa-
yos independientes que se realizaban en
paralelo. El primero consistia en la RT-PCR
anidada en el gen de la NP, explicada antes,
seguida por la caracterizacion mediante
secuenciacion. El segundo ensayo era seme-
jante a este pero dirigido a amplificar la HA.
En caso de obtenerse resultados contradicto-
rios se realizaban otras PCR alternativas a
fin de poder resolver el diagnostico. La
secuenciacion y analisis de los productos
amplificados mostré que en todos los casos
se trataba de virus similares a los aislados en
California (A/California/04/2009).

Previamente, en noviembre de 2008, la
ReLEG habia conseguido detectar un caso
de gripe porcina en una mujer de Teruel con
sintomas gripales, que trabajaba en una
granja de cerdos. La muestra se identifico
como virus gripe A en el Hospital Miguel
Servet y la caracterizacion se llevo a cabo en
el CNM demostrandose que los genes de la
HA, NA, M y NP correspondian al linaje
porcino euroasiatico. No se pudieron demos-
trar infecciones secundarias'®. Una vez ini-
ciado el brote de México y EEUU, por indi-
cacion de la OMS se realiz6 otro andlisis
filogenético incluyendo los nuevos virus,
demostrandose que el virus de Teruel se
separaba claramente de ellos (figura 5).

Alo largo de esta etapa se confirmaron 88
casos de 640 sospechosos analizados. La
mayoria de ellos (78%) correspondian a per-
sonas que habian viajado a México y el resto
a contactos con los casos confirmados. La
distribucion de estas infecciones afectaba a
toda Espaiia a excepcion de Asturias, Cana-
rias, Cantabria, Castilla y Ledn, Navarra y
La Rioja.

Etapa 2. 8/05/2009 — 10/06/2009:
(Semanas 19-21, incluidas)

Continua la fase de contencidn, centran-
dose en el diagndstico como apoyo al anali-
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sis y caracterizacion de los brotes que van
apareciendo.

El CDC puso a disposicion de los labora-
torios de la OMS una PCR a tiempo real,
especifica'# para la deteccion de los nuevos
virus A(HIN1)pdm, que se recibi6 inmedia-
tamente en el CNM, dado el elevado nimero
de casos que se estaban diagnosticando en
Espafia. Se trataba de un método que permi-
tia realizar cuatro PCRs de forma simulta-
nea, conteniendo los primers para detectar:
a) Gripe A genérica, mediante la amplifica-
cion del gen M; b) Gripe A porcina basada en
el gen NP;. ¢) Nueva gripe A(HIN1)pdm por
amplificacion especifica de HA; d) Control
interno endogeno que amplificaba los genes
de Ribonucleoproteasa P humana, a fin de
controlar la presencia de inhibidores de la
reaccion en la muestra, sirviendo a la vez de
control del proceso de extraccion de acidos
nucleicos. La primera funcion del CNM fue
probar el kit del CDC y realizar una evalua-
cién comparativa de las técnicas del labora-
torio frente al mismo. Se comprob6 también
que la PCR de gripe A era mas sensible que
la especifica del virus pandémico, pudiendo
ser origen de confusion con infecciones por
virus de gripe estacional. Estas y otras obser-
vaciones se avisaron oportunamente a los
laboratorios ReLEG y a la OMS. De hecho
el CDC tiene ya disponible una segunda ver-
sion mejorada de este kit!?.

Durante esta etapa, Espafia seguia siendo
el pais europeo con mas casos, excepto Gran
Bretafia, donde aumentaron de forma verti-
ginosa. Las necesidad de disponer de un
diagnostico reproducible en todos los labo-
ratorios ReLEG se fue resolviendo a través
de las frecuentes teleconferencias convoca-
das por el laboratorio coordinador, que per-
mitian la discusion y toma de decisiones
comunes. A la vez, representantes de la
ReLEG asistian también a las teleconferen-
cias del Subcomité de Vigilancia, lo que ayu-
daba a alcanzar criterios y pautas comunes
entre epidemiodlogos y virdlogos, traducién-
dose en una mayor eficacia a la hora de
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Figura 5

Arbol filogenético de la Nucleoproteina (NP), incluyendo virus porcinos y humanos
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tomar decisiones. A lo largo de esta etapa se
acordaron los siguientes puntos en el seno de
la ReLEG:

— La responsabilidad de la confirmacion
de los casos pasaba gradualmente des-
de el CNM a los laboratorios auton6-
micos integrantes de ReLEG.

— Se llevo a cabo una puesta en comun
de las técnicas para el tipado y subtipa-
do de las muestras. Se alcanz¢ la unifi-
cacion de criterios para realizar un
diagnostico homogéneo en todo el
pais.

— Se acordo la restriccion del uso de test
rapidos para la deteccion de gripe para
casos muy puntuales, ya que presenta-
ban menos sensibilidad y un alto coste.

— Se impulso la introducciéon de la PCR a
tiempo real (CDC) y su uso como téc-
nica base para el diagndstico.

— El CNM analiz6 una seleccion de los
casos confirmados para evaluar com-
parativamente varios kits disponibles
en el mercado. Varios laboratorios
ReLEG aportaron también sus datos

— Se adoptaron medidas de bioseguridad
y normas comunes en los laboratorios,
especialmente en relacion al aisla-
miento del virus.

— Seacordo llevar a cabo en el seno de la
ReLEG la btsqueda activa de virus
con mutaciones de resistencia a antivi-
rales.

— El CNM continu6 encargado de reco-
ger datos de otras técnicas comerciales
utilizadas en otros laboratorios o de la
bibliografia para el caso de que se con-
siderase necesaria su utilizacion.

— Secomenzo la preparacion de una guia
que recogiera las pautas y criterios que
sobre el diagndstico virologico se
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siguieron en los laboratorios de la
ReLEG desde el inicio del brote de
(HINT) 2009'.

El SVGE propuso, y asi se aceptd por las
autoridades sanitarias, que siguiendo las
directrices de la OMS, la vigilancia centine-
la de gripe se prolongara entre las semanas
20y 39 (ultima de septiembre) para el segui-
miento del desarrollo de la pandemia duran-
te el verano.

Etapa 3. 11/06/2009 — 26/07/2009.
(Semanas 22-29, incluidas)

El 11 de junio la OMS declar¢ la Fase 6 de
la pandemia y, por tanto, se paso de un perio-
do de contencion de la transmision del virus
a una fase de mitigacion del impacto sanita-
rio y social de la enfermedad.

Dado el gran nimero de diagnésticos que
se requerian en aquel momento y el buen
nivel tecnologico de los laboratorios
ReLEG, se decidié que no era necesario que
el CNM confirmara los resultados obtenidos
en estos laboratorios, aunque debia mante-
ner su labor de apoyo a los mismos. Durante
esta etapa se analizaron 939 casos, resultan-
do positivos 660 (70%) y en su mayoria
(631) correspondientes a gripe A (HIN1)
pdm (tabla 1). En la Comunidad de Madrid
se observo un elevado numero de casos debi-
do a los brotes en el cuartel militar de Hoyo
de Manzanares (iniciado en mayo), asi como
a los detectados en centros educativos y
guarderias.

El objetivo principal de la ReLEG en la
fase 6 fue identificar el numero maximo
posible de brotes mediante el diagnostico de
un pequeno porcentaje de casos de cada uno
de ellos, para ayudar a interpretar los cam-
bios epidemioldgicos o clinicos que se fue-
ran produciendo. En los casos individuales
se decidio también una limitacion del diag-
nodstico a casos seleccionados. Durante esta
fase se potencio la identificacion de muta-
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Tabla 1

Diagnéstico molecular de HIN1 realizado en el CNM desde abril a junio de 2009

Comunidad Auténoma Diagnéstico
Andalucia 80
Aragon 24
Asturias 4
Islas Baleares 5
Islas Canarias 25
Cantabria 6
Castilla la Mancha 65
Castilla y Leon 36
Catalufia 55
Ceuta 3
Comunidad Valenciana 76
Extremadura 9
Galicia 11
La Rioja 3
Madrid 506
Melilla 6
Region de Murcia 19
Navarra 4
Pais Vasco 2
Total 652

ciones que pudieran indicar la evolucion del
virus o posibles cambios de comportamiento
del mismo. De momento el virus se mantuvo
aparentemente estable, en base a los analisis
filogenéticos realizados en los fragmentos
de genes HA y NA.

Etapa 4. 26/07/2009 — 3/10/2009.
(Semanas 30-39, incluidas)

A partir de esta semana el Ministerio de
Sanidad y Politica Social determind que no
se contabilizaran los casos de gripe indivi-
dualmente, sino que se realizaran estimacio-
nes del nimero de casos respecto a la pobla-
cion general. La estimacion se llevaba a
cabo por el SVGE. Se observo que la contri-
bucion porcentual del virus A(HIN1)pdm al
total de detecciones virales semanales, centi-
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nelas y no centinelas, fue aumentando desde
la semana 21/2009, alcanzandose en la
semana 37/2009 el maximo del 100% (figu-
ra4).

Los laboratorios ReLEG realizaron ade-
mas un gran numero de diagnosticos de
casos graves y a la vez sirvieron de apoyo a
otros laboratorios de sus CCAA. El CNM
ayudo a en la consolidacion del estudio de
mutaciones en HA y NA en los laboratorios
autonoémicos que podian hacerlo y asumio la
caracterizacion del resto, ampliandolo tam-
bién a los genes M, NP y NS. Se consider6
prioritaria la busqueda de mutaciones de
resistencia a antigripales, especialmente en
casos de personas inmunodeprimidas y en
sus contactos més cercanos. Los laboratorios
ReLEG declararon 1.340 casos positivos
con mas del 90% virus A(HIN1)pdm. Hasta
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Tabla 2

Caracterizacion genética de HIN1 (2009-2010)

Comunidad Auténoma Cepas caracterizadas
Castilla la Mancha 143
Comunidad de Madrid 85
Andalucia 62
Islas Baleares 58
La Rioja 55
Comunidad Valenciana 54
Galicia 34
Navarra 34
Catalufia 26
Melilla 20
Pais Vasco 19
Ceuta 17
Extremadura 17
Aragon 11
Region de Murcia 9
Castillay Leon 6
Islas Canarias 2
Total 652
==
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¢l 3/10/2009 el CNM analiz6 254 secuencias
de HA'y 210 de NA de cepas procedentes de
las diferentes CCAA (tabla 2), determinando
mutaciones en la secuencia respecto a la
cepa de referencia A/California/07/2009.

Etapa 5. 4/10/2009 — 15/05/2010
(Temporada 2009-2010)

Esta etapa abarco toda la temporada 2009-
2010 que, como se aprecia en la figura 4,
correspondid la mayor parte de la onda pan-
démica, ya que la semana 40/2010 coincidié
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con el brusco aumento en la tasa de inciden-
cia semanal que llegd al maximo en la sema-
na 46. La ReLEG diagnostico 1.0761 casos
positivos, de los cuales el 99% correspondie-
rona gripe Ay el 1% a gripe B. De la gripe A
el 98% fue A(HIN1)pdm. La figura 6 mues-
tra la gran homogeneidad de los virus duran-
te aquella temporada en comparacion con la
mayor diversidad de la temporada 2008-
2009. Durante el comienzo de esta tempora-
da el CNM realiz6 la caracterizacion molec-
ular de 307 HA y 227 NA de virus
A(HIN1)pdm de diferentes CCAA, tal
como se recoge en la tabla 2, juntamente con
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Figura 6

Sistema de Vigilancia de Gripe: Tipos y subtipos de virus identificados en los laboratorios d l1a ReLEG
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los datos de la etapa anterior. Diversos labo-
ratorios de la ReLEG realizaron también un
elevado niimero de caracterizaciones (alre-
dedor de 300 HA 'y 800 NA). El analisis filo-
genético de las cepas estacionales AH3N2 y
B que se identificaron durante la pandemia
las clasific6 como cercanas a las cepas vacu-
nales de la temporada 2009-2010: A/Brisba-
ne/10/2007(H3N2) y B/Brisbane/60/2008.

Reuniones del SVGE y de ReLEG: Ade-
mas de las teleconferencias mencionadas a
lo largo de la pandemia se realizaron reunio-
nes presenciales tanto del SVGE, entre viro-
logos y epidemiologos, como especificas de
la ReLEG. La ultima se dedico a hacer un
balance de las actuaciones llevadas a cabo
durante la pandemia y se llego a acuerdos de
organizacion para la siguiente temporada.
Tanto los laboratorios de la ReLEG como el
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CNM continuaran las actividades de vigilan-
cia gripal habituales para la circulacion esta-
cional, que se supone sera la situaciéon mas
probable durante la temporada 2010-2011.
Manteniendo su la linea de coordinacion y
desarrollo para el futuro de ReLEG, el CNM
hace especial hincapié en los siguientes pun-
tos, que revierten en la especializacion de
ReLEG:

— Desarrollo de nuevas PCR a tiempo
real propias, tanto para el tipado como
para el subtipado de virus de la gripe,
asi como de otros virus respiratorios.

— Refuerzo de los métodos para estudios
seroepidemiolégicos, incorporando la
Microneutralizacion a la Inhibicion de
Hemaglutinacion, ya disponible.
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— Estudio fenotipico de susceptibilidad a
los agentes antivirales de forma siste-
matica. El estudio de resistencias ha
sido prioritario para el CNM que venia
participando desde hace afios en el
grupo de trabajo de antivirales europeo
(ECDC)

— Puesta a punto de métodos adicionales
de secuenciacion, tales como la pirose-
cuenciacion para el estudio de muta-
ciones puntuales. El CNM esta partici-
pando en estudios de secuenciacion
masiva de virus pandémicos, que en
breve se podran realizar en un secuen-
ciador propiedad .

Por su parte los laboratorios de la red con-
tinuaran profundizando o pondran en mar-
cha los estudios de caracterizacion de los
genes HA y NA. En este aspecto, a causa del
interés suscitado por la secuenciacion y el
analisis filogenético durante la pandemia,
entre los dias 16 y 17 de Marzo de 2010 se
realizo en el CNM el «Curso practico de ana-
lisis molecular de los virus de la gripe titu-
loy, para la ensefianza practica de las técni-
cas de analisis de las secuencias de la gripe
pandémica. En ¢él participaron 15 laborato-
rios de la ReLEG.

Ampliando las fronteras al espacio ibero-
americano y dentro del proyecto VIRORED
de CYTED, en mayo de 2010 se realiz6 otro
curso en el CNM en el que participaron 10
paises de América Latina y Centro América.
En ¢l, ademas de las clases practicas de filo-
genia de gripe, se hizo un analisis y puesta en
comun de como se habia afrontado la pande-
mia en cada pais, comenzando por la expe-
riencia en Espafia. Con este mismo objetivo
de mejorar el diagndstico y caracterizacion
viral, distintos investigadores han realizado
estancias de mayor o menor duracién en el
laboratorio del CNM. Dentro de este ambito
internacional, dado que Espafia fue el primer
pais europeo en diagnosticar casos de gripe
A, el laboratorio coordinador fue invitado a
participar en las reuniones especificas sobre
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gripe A realizadas por el ECDC, a fin de
explicar su forma de actuar en las primeras
semanas de la pandemia.

CONCLUSIONES

1. Apesar del comienzo brusco de la pan-
demia todos los elementos de la red comen-
zaron a funcionar de forma eficiente y coor-
dinada y no se perdi6 tiempo en las actuacio-
nes primarias. Esto fue posible gracias a que
uno de los objetivos prioritarios de esta red
ha sido irse capacitando técnicamente y con
equipamiento, protocolos de trabajo y orga-
nizacion de laboratorios, para una eventuali-
dad de emergencia de un nuevo virus respi-
ratorio, como fue el caso del SARS o la pan-
demia actual, o podria ser una pandemia por
el virus aviar AHSN1.

2. La ReLEG ha servido también de apo-
yo a otros laboratorios del Sistema Sanitario
con su experiencia, metodologia, cesion de
reactivos y de protocolos. Las discusiones en
el seno de la red sobre criterios y pautas de
actuacion, dieron lugar a recomendaciones y
documentos guia para distintos momentos
de la pandemia. Esto mismo ha sido util tam-
bién para los laboratorios iberoamericanos.

3. Lo mas importante es que el objetivo
principal de la red de laboratorios del SVGE
se alcanzo, adaptandose para cubrir en cada
momento las necesidades de la vigilancia,
tanto en las ultimas fases prepandémicas
como durante la pandemia y en el periodo
postpandémico. Esta experiencia le fue muy
util a la red, que ahora se encuentra mejor
preparada para cualquier otra eventualidad o
emergencia.

4. Como experiencia negativa de la que
se deben sacar consecuencias hay que poner
de relieve que al ir avanzando en la fase 6
hacia una organizacion sostenible, la gran
carga de trabajo existente durante un tiempo
prolongado llevd en muchos momentos en
distintos laboratorios a quebrar sus esque-
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mas de trabajo. Por tanto habrd que revisar
las estructuras que se han utilizado en las
fases avanzadas de la pandemia. Estos
aspectos sobre situacion de larga duracion
no estaban suficientemente previstos y des-
arrollados en el Plan Pandémico.

5. A partir de la experiencia adquirida
deben preparase mejor las fases no iniciales
de la pandemia, haciendo disponibles los
recursos necesarios, especialmente de perso-
nal, para evitar que se produzca fatiga y la
vigilancia pueda hacerse sostenible.

6. Afianzar y definir mejor la relacion
entre la vigilancia humana y la animal para
que en la gripe y en todas las zoonosis se
compartan facilmente los datos y se genere
un verdadero conocimiento de la infeccion
que permita estar preparados ante cualquier
emergencia en cualquiera de los dos ambi-
tos, animal y humano
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