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ABREVIATURAS

- ACIP: Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacion, del inglés " Advisory

Commitee on Immunization Practices".
- ARN: Acido ribonucleico.

- ARNm: ARN mensajero.

-ARNv: ARN viral.

- CDC: Centro de Control y prevencion, del inglés "Centers for Disease Control and

Prevention”.
- DSA: Anticuerpos donante especificos, del inglés "Donor Specific Antibodies".

- ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima, del inglés "Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay".
- EMEA: Agencia Europea de Medicamentos.

- GISN: Red Mundial de Vigilancia de Gripe, del inglés "Global Influenza Surveillance

Network".
- HA: Hemaglutinina.
- HLA: Antigeno leucocitario humano, del inglés "huma leucocite antigen”.

- MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad, del inglés "Major Histocompatibility
Complex".

- mTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero, del inglés "Mammalian Target

of Rapamycin”.

- NA: Neuraminidasa.

- NIs: Inhibodores de la Neuraminidasa, del inglés "Neuraminidase Inhibitors".
- NK: Linfocitos T citoliticos naturales, del inglés "Natural Killer".

- OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

- ORF: Pautas abiertas de lectura, del inglés "Open Reading Frames".



- PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés "Polimerase Chain Reaction".
- REIPI: Red Espafiola de Investigacion en Patologias Infecciosas

- RNP: Ribonucleoproteina.

- TOS: Trasplante de 6rgano soélido.

- UCI: Unidad de cuidados intensivos.

- VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
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Introduccion

1.1 Biologia del virus influenza.

El virus influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae es un virus esférico de hasta
120 nm y presenta una envuelta derivada de la célula huésped en la que se encuentran

las proteinas neuraminidasa (NA), hemaglutinina (HA) y la proteina M2.

La familia Orthomyxoviridae estd compuesta por cinco géneros, Influenza virus A,
Influenza virus B, Influenza virus C, Thogotovirus e Isavirus. Los virus influenza A se
clasifican en funciéon de la composicion y antigenicidad de las proteinas de membrana,

con 16 subtipos de hemaglutinina (H1 a H16) y 9 subtipos de neuraminidasa.

Figura 1. Estructura del virus influenza.

NA
e " canal I6nico M2
i~‘ P d PB1, PE2, PA -
% : v ez ) é )
T— 4 I {. ‘:l 1.\;'\..:\/\ ,tx PB1 \ A L “

R TAW AL W Y /
B NS+ NS,

_i/,.v' AU A 3 {
f
. ARy | L AWAN LWL T ¥ | |
Bicapa Lipidica " / -
-

- "_.
5 ”Q- o g TS
Proteina de Matriz M2 i T
§ %
y
/ A

»~

Representacion esquematica de la estructura del virus influenza. HA:
Hemaglutinina; NA Neuraminidasa, PB1, PB2 y PA: complejo polimerasa; NS, NS2:

ribonucleoproteinas. Modificado de Beckel et al. Science 2006

El genoma del virus influenza A estd compuesto por 8 segmentos de ARN lineal, de una
sola cadena y sentido negativo, conteniendo entre 10 y 11 pautas abiertas de lectura
(ORFs) que codifican 11 proteinas, entre las que se encuentran las proteinas de

superficie HA, NA y las proteinas de la capsida M1 y M2; el complejo polimerasa PB2,
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Introduccion

PB1 y PA y las ribonucleoproteinas (RNP) y NS1, NS2 y PB-1-F2; todas esenciales

para que se pueda completar el ciclo de vida del virus (Figura 1) (1).

La polimerasa de ARN viral no posee el mecanismo de correccion de errores, lo que
provoca que algunas proteinas no esenciales como la proteina HA tengan una elevada
tasa de mutacion, generando un cambio de base en cada progenie viral producida
durante la infeccion (2). Los cambios genotipicos originados en las proteinas HA y NA
por este fenomeno son conocidos con el término de deriva génica, que define la
variacion genética en la cepas virales de los virus influenza A y la infectividad, ya que
estas proteinas son reconocidas por el acido sidlico de la membrana de la célula
huésped, por lo que cambios en la estructura de estas proteinas pueden generan cambios

en la infectividad del virus (3).

Es importante conocer el ciclo de vida del virus durante la infeccion para entender la

patogenicidad, y para trabajar en la prevencion y tratamiento del virus de la gripe.

El ciclo de vida del virus comienza con la union del virus a la superficie celular,
mediante el reconocimiento de los receptores de 4cido sidlico de la célula por parte de la
hemaglutinina viral y se produce la entrada en la célula por endocitosis mediada por
receptor. Posteriormente, el dominio terminal de la proteina HA queda expuesto en la
cara citosolica del endosoma, y media la fusion con el endosoma celular (Figura 2). El
interior de la particula virica se acidifica por la accion del canal idnico viral M2, lo que
provoca la disociacion de la proteina de la matriz M1 del complejo de
ribonucleoproteina VRNP. La proteina M1 sale al citoplasma y es transportada al ntcleo
celular, donde comienza la replicacion del ARN viral (ARNv). La replicacion y
transcripcion del ARNv es catalizado por la polimerasa de ARN del virus. El ARN
mensajero (ARNm) sintetizado es traslocado al citoplasma, donde la maquinaria celular
de la célula hospedadora lo traducird a proteina. Las nuevas proteinas virales
sintetizadas, HA, NA, y M2 son transportadas e insertadas en la membrana plasmatica.
La membrana del virus procede de la membrana plasmatica de la célula huésped donde
las proteinas virales se agrupan en balsas lipidicas de colesterol y esfingolipidos. Esta
asociacion podria favorecer la liberacion de las nuevas particulas de la célula
hospedadora y la adhesion a la nueva célula. Por otra parte, la proteina M1participa en
el ensamblaje de los nuevos viriones, la proteina M2 mantiene el correcto pH del

reticulo endoplasmico para la correcta conformacion de la HA durante su sintesis. La
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Introducciéon

proteina NA es la segunda proteina mas abundante de la superficie del virus y es
esencial para la liberacion de los nuevos viriones de la membrana de la célula huésped,

mediado también por la accion de M2 (4, 5).

Figura 2. Representacion esquematica del ciclo de vida del virus influenza.
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Ciclo de vida del virus influenza. El ciclo comienza con la internalizacion del virus en
la célula hospedadora mediante endocitosis. Las ribonucleoproteinas virales se liberan
al citoplasma y son transportadas al ntcleo celular, donde tiene lugar la replicacion y la
transcripcion. El ARNm viral se exporta al citoplasma donde se traduce a proteinas. El
ensamblaje de los nuevos viriones se produce en la membrana plasmatica de la célula
hospedadora y las nuevas particulas se liberan por gemacién. Neumann et al. Nature

2010.

21



Introduccion

1.2 Variabilidad genética del virus de la gripe.

Los cambios que se generan en las cepas de virus influenza se deben a la deriva
antigénica o cambio de antigenicidad de las proteinas superficiales utilizadas (HA, NA)
por la elevada tasa de mutacion generada por la polimerasa viral. Si los cambios
genéticos originados modifican la estructura de las proteinas NA y HA, pueden tener un
importante efecto en el reconocimiento del virus por el sistema inmunologico del
hospedador, ya que pueden afectar al reconocimiento de éstas por parte del sistema
inmune. Estos cambios genéticos en las proteinas HA y NA generan nuevas cepas de
virus influenza capaces de originar diferencias en la tasa de infeccion anual e incluso

producir brotes epidémicos.

Estos cambios pueden ser de dos tipos, cambios menores generados por deriva

antigénica, o cambios mayores generados por un cambio antigénico.
1.2.1 Deriva génica.

Este proceso genera pequefios cambios que afectan generalmente a las proteinas
superficiales del virus HA y NA. Se producen por acumulacion de mutaciones que
producen cambios en los aminoacidos de las regiones antigénicas de las proteinas.
Debido a estos cambios, los anticuerpos producidos en una infeccién previa no son
capaces de reconocer al nuevo virus generado, selecciondndose de esta manera una
nueva variante de cepa viral para la siguiente temporada gripal (3). Esta teoria ha sido
demostrada in vitro generando nuevas cepas de virus mediante la seleccion por
cantidades limitantes de anticuerpos monoclonales en varios ciclos de infeccion del

virus (6).
1.2.2 Cambio antigénico.

Son cambios mayores en el que se generan cepas de influenza A con proteinas
completas diferentes a las anteriores. Es un mecanismo menos frecuente y por el que se
generan las pandemias de gripe. Este proceso se realiza por medio de una zoonosis, bien
porque dos o mas cepas virales infecten simultdineamente la misma célula hospedadora
generando una nueva cepa por reordenamiento genético ya que se intercambian
segmentos completos de ARN, o bien por la seleccion de una mutacion que permita a

un virus de la gripe animal infectar a un humano y transmitirse de persona a persona.
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Son fendmenos que se ven favorecidos por el cardcter segmentado del genoma de los

virus influenza.

En ambos casos, se genera una cepa viral, con una nueva glicoproteina HA o con una
nueva combinacién de las proteinas HA y NA, contra las que la mayoria de la poblacion
no tienen inmunidad previa, no han generado anticuerpos previos y seran susceptibles
de infeccion. Si ademas, esta nueva cepa obtiene alguna ventaja en la propagacion de
persona a persona, podria extenderse rapidamente a nivel mundial, generando epidemias
y pandemias, como ya ha ocurrido varias veces a lo largo de la historia, la tltima en la

pandemia de gripe A(HIN1)pdm en el afio 2009 (7, 8).

Concretamente, la cepa de influenza pandémica A(HINI)pdm se origind6 por una
recombinacion triple de genes nunca descritos en cepas humanas (Figura 3). La cepa
pandémica se origind a partir de tres eventos de reordenacion genética. El primero de
ellos ocurri6 entre 1997 y 1998, con la generacion de un virus H3N2 triple
recombinante (trH3N2) que parti6é de la combinacion de un virus HIN1 porcino (HIN1
tipo clasico relacionado con la cepa causante de la pandemia de 1918), un virus aviar
perteneciente al linaje norteamericano y un virus humano H3N2 estacional. En esta
reordenacion cada uno de ellos aportd distintos segmentos del genoma. El segundo
evento generan dos virus triple recombinantes (HIN1 y HIN2) a partir de la
introduccion de la proteina NA y/o la HA del virus HIN1 porcino al virus H3N2 aviar
norteamericano. Finalmente, cerca del afio 2009 se produjo el tercer evento de
reordenacion entre el virus HIN2 y el virus HINI porcino “tipo aviar” (aviar-like)
(HIN1) euroasiatico, el cual aporta los genes de la NA y la matriz. Con esta ultima
reordenacion se genero la cepa A(HINT)pdm que se transmitié al ser humano en abril

de 2009 iniciando la pandemia (4).
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Figura 3. Generacion de la cepa de virus influenza A(HIN1)pdm

Porcina Aviar Norteamericana H3N2 Humana Porcina Euroasiatica
aviar-like

PB2- Aviar Norteamericana
PB1- H3N2 Humana

PA- Aviar Norteamericana
H1- Porcina clasica

INP- Porcina clacica

N1- Porcina Euroasiatica
Aviar-like

M- Porcina Euroasiatica
Aviar-like

NS- Porcina clasica

Representacion esquematica de la generacion de la cepa de virus influenza

A(HIN1)pdm, por reordenamiento genético.

Las caracteristicas genéticas del virus de la gripe, que hacen que se den facilmente estos
procesos de cambio genético, ya sean leves o abruptos, provocan que las cepas de virus
circulantes sean diferentes cada afio, limitando la capacidad de reconocimiento del
sistema inmune de los individuos infectados. Por ello, la composicion de las vacunas
antigripales recomendadas por la OMS debe revisarse y reformularse practicamente

todas las emporadas gripales. Neumann et al. Nature 2010.
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1.3 Respuesta inmune frente al virus influenza.

La respuesta inmune frente a las infecciones viricas es un proceso complejo que engloba
tanto a la respuesta innata inespecifica como a la respuesta especifica adaptativa

humoral y celular.

1.3.1 Respuesta innata inespecifica.

La respuesta innata frente al virus influenza incluye procesos fisicos y celulares que
protegen frente a cualquier patdégeno invasor. Esta respuesta se produce a través del
reconocimiento de dominios conservados en los patégenos que no se encuentran
normalmente en el huésped. Un claro ejemplo de este proceso es la produccion de
interferon de tipo I (o y B) (9) en respuesta a la infeccion, con propiedades antivirales
que inhiben la replicacion viral (10). En la respuesta innata frente al virus de la gripe
participan ademas otros componentes del sistema inmune como los macréfagos y las

células natural killer (NK) (11, 12).

1.3.2 Respuesta celular.

La respuesta especifica de células T se produce cuando las células T naive reconocen a
antigenos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I
o clase II en las células infectadas por el virus influenza (13, 14). Durante la infeccion,
la degradacion de las proteinas virales por parte de la célula infectada facilita la carga de

los antigenos en los MHC que son presentados a las células T circulantes (15, 16).

El reconocimiento de los antigenos por parte de los linfocitos T naive promueve la
proliferacion y diferenciacion a linfocitos T efectores y de memoria. Esta union
especifica al antigeno es fundamental para que se desencadene la respuesta inmune
especifica y posteriormente de memoria (17). El papel principal de las células T
citotoxicas es el reconocimiento y posterior eliminacion de las células infectadas por el
virus influenza, de modo que la respuesta celular es capaz de reducir los sintomas

derivados de la infeccion, pero no evitar la infeccion inicial (18).

Los linfocitos TCD8+ especificos son los encargados del reconocimiento de las células
infectadas por el virus influenza que reconocen antigenos intracelulares del virus

presentados por el sistema HLA, en particular, las proteinas M1 y NP, altamente
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expresadas durante las primeras etapas de la infeccion (17, 19, 20). Recientemente
también se ha descrito una relacion entre el aumento de linfocitos TCD4+ y una menor

replicacion viral y menor gravedad de enfermedad en pacientes infectados (21, 22).

1.3.3 Respuesta humoral.

La respuesta inmune mediada por anticuerpos juega un papel crucial en el control y
reduccion de la gravedad de la infeccion por el virus influenza, evitando asi la infeccion

primaria en infecciones posteriores.

Esta respuesta mediada por anticuerpos se genera frente al virus de la gripe tras la
infeccidn o la vacunacion y consiste en la produccion de anticuerpos neutralizantes y no
neutralizantes. Los anticuerpos no neutralizantes no son funcionales en su mayoria sin
embargo, los anticuerpos no neutralizantes funcionales, se unen especificamente a
proteinas superficiales como HA y NA y proteinas internas como M1, M2 y NP y
aunque no evitan la infeccion de la célula huésped, participan en el aclaramiento viral y
el control de la enfermedad (23-25). También participan en la activacion de las células
NK, que promueven la eliminacién de las células infectadas, mediante un mecanismo

denominado citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (26, 27)

Por otro lado, los anticuerpos neutralizantes tienen un dominio de unién especifico
frente a proteinas superficiales del virus e impiden la union del virus a la célula
huésped, y/o la liberacion de la progenie virica de la célula infectada. En el caso de los
anticuerpos neutralizantes que reconocen especificamente a la hemaglutinina de la
envuelta viral bloquean la union a los receptores de acido sialico de la superficie de la
célula huésped, que constituye el primer paso de la adhesion del virus con el hospedador
(Figura 4). El bloqueo de esta proteina viral por parte de los anticuerpos neutralizantes
generados por el huésped evita la infeccion primaria y la reinfeccion del virus de la
gripe (26, 28). Los anticuerpos neutralizantes especificos frente a la proteina NA, evitan
la liberacion de la nueva progenie virica de la célula hospedadora, y aunque no
previenen la infeccion primaria, contribuyen a controlar la gravedad de la infeccion

disminuyendo los casos de reinfeccion (29).
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Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo de accion de los anticuerpos

neutralizantes.
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Mecanismo de accion de los anticuerpos neutralizantes frente al virus influenza. A.
Los anticuerpos neutralizantes se unen a la proteina HA1, bloqueando el reconocimiento
del receptor celular. B. Los anticuerpos especificos anti-HA2 bloquean la fusion de la
membrana del virus con la del endosoma, impidiendo la liberacion en el citoplasma. C.
Los anticuerpos que reconocen a la proteina NA superficial bloquean la liberacion de
los nuevos viriones de la célula huésped. Modificado de Han, T. et al. Science, 2011.

1.4 Epidemiologia del virus influenza.

1.4.1 Prevalencia.

El resfriado comtn y la gripe son las enfermedades infecciosas mas frecuentes en la
poblacion mundial. El diagnoéstico es fundamentalmente clinico, siendo los sintomas

mas comunes fiebre, malestar, escalofrios, dolor de cabeza y dolores musculares (30).

La infeccion por el virus influenza causa la enfermedad gripal, una enfermedad
infecciosa leve, que se caracteriza por el inicio subito de fiebre, intenso malestar,
dolores musculares y articulares, dolor de cabeza y garganta, tos, y secrecion nasal. El
periodo de incubacion suele ser de dos dias, y los sintomas desaparecen al cabo de dos
semanas aproximadamente, sin necesidad de intervencion clinica ni originando

complicaciones graves en la mayoria de los casos. En las poblaciones de riesgo, como
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los pacientes diabéticos, mujeres en estado de gestacion, pacientes con hepatopatias,
cardiopatias o nefropatias, y pacientes inmunodeprimidos, la infeccion por el virus
influenza puede causar complicaciones graves, cdmo neumonia viral primaria o
secundaria, neumonia bacteriana secundaria y otras complicaciones extrapulmonares e

incluso la muerte del paciente (31).

La gripe se distribuye a nivel mundial, siguiendo un patrén epidémico estacional.

En climas templados en el hemisferio norte, la gripe ocurre entre los meses de Octubre y
Abril, mientras que en el hemisferio sur ocurre entre Mayo y Agosto, en ambos casos
coincide con la temporada invernal de ambas regiones del planeta (32). Este
comportamiento estacional podria deberse a las condiciones climatologicas de estos
meses, de humedad y frio, que favorecen la supervivencia del virus y su estabilidad (33,

34).

Durante los periodos epidémicos, la prevalencia de infeccion por influenza oscila entre
el 10 y el 20% de la poblacién total no vacunada, pudiendo llegar a tasas de hasta un
50% en poblaciones de riesgo (35). Asimismo, las tasas de infeccion y enfermedad
varian en funcidn del tipo de poblacion, de la edad, de las comorbilidades, del estado
inmunolégico de los pacientes, la coincidencia entre la cepa vacunal y la circulante,

entre otras.

La gripe es responsable de entre 250.000 y 500.000 muertes al afio en todo el mundo y
mas de 200.000 hospitalizaciones (36). Como ejemplo reciente, concretamente en
Espana, en la temporada 2015-2016, la actividad gripal fue moderada, y asociada a una
circulacion mayoritaria del virus de la gripe A(HINI)pdm, con una creciente
contribucion del virus de la gripe B a medida que avanzaba la temporada. La epidemia
gripal se inici6 de forma tardia. Los menores de 15 afos de edad fueron el grupo mas

afectado, con mayores tasas de infeccion en el grupo de poblacion de 0 a 4 anos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié en 1947 la Red Mundial de
Vigilancia de Gripe (GISN), para monitorizar el desarrollo y migracion de las variantes
del virus de la gripe circulante en cada temporada gripal. En base a los resultados de
vigilancia se revisa anualmente la composicion vacunal para adaptarse a los cambios en
funcion de los virus circulantes detectados. Dentro de cada temporada gripal se recogen

muestras en distintas areas geograficas a nivel mundial para realizar determinaciones
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centinelas y determinar las estirpes circulantes en dicha temporada. De las 2.716
determinaciones realizadas en Espafia a lo largo de la temporada 2015-2016, el 66%
fueron virus de la gripe A, 98% de A(HIN1)pdm entre los subtipos obtenidos. A nivel
global, se pudo distinguir una primera onda de de virus circulante A(HINI)pdm, y en

un periodo epidémico mas tardio una mayor contribucion de virus B.

Se notificaron 12 brotes confirmados de gripe, el 92% de los cuales se asocid a virus
tipo A. Ademas, se notificaron 3.101 casos graves hospitalizados confirmados de gripe,
en los que 1.071 (35%) fueron admitidos en las unidades de cuidados intensivos (UCI) y
352 (11,4%) fallecieron. La mayor proporcion de casos se concentrd en mayores de 64
afios (40%). El 75% de los casos graves hospitalizados confirmados de gripe presento
algin factor de riesgo asociado a las complicaciones por gripe y el 64,5% de ellos no

habian recibido la vacuna esa temporada.

Las defunciones en casos graves hospitalizados confirmados de gripe se concentraron
fundamentalmente en los mayores de 64 anos (59%) y el 97% de los casos fatales
presentd algiin factor de riesgo de complicaciones. El 59% de los pacientes
recomendados de vacunacion no habian recibido la vacuna antigripal de esta temporada.
La letalidad observada en términos de defunciones entre casos graves hospitalizados

confirmados de gripe fue inferior a la temporada previa, y similar a las anteriores (37).

1.4.2 La infeccion gripal en pacientes inmunodeprimidos.

Los pacientes inmunodeprimidos, tales como los pacientes con infeccion por VIH, con
cancer o pacientes que reciben medicacion inmunosupresora, como los receptores de
trasplante de o6rgano solido (TOS) o hematopoyético, son una poblacion de alto riesgo
de desarrollar complicaciones asociadas a la infeccion del virus de la gripe (38). En este
trabajo, nos centraremos en los pacientes receptores de TOS, en los que la infeccioén por
el virus influenza contintia siendo un factor de riesgo de desarrollo de complicaciones
como las neumonias virales primarias y bacterianas secundarias o el rechazo de 6rgano,
debido a la accion directa del virus o a efectos indirectos mediados inmunoldgicamente,

(39-43)
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1.4.3 La infeccion gripal en pacientes receptores de trasplante de 6rgano solido.

Como se ha comentado anteriormente, aunque en la poblaciéon inmunocompetente, la
infeccion por influenza causa enfermedad leve, y los sintomas desaparecen al cabo de
una semana o 10 dias tras la infeccion sin necesidad de tratamiento o ingreso
hospitalario en la mayoria de los casos, en el receptor de TOS, la infeccion gripal es una

importante causa de morbilidad y mortalidad (44, 45).

Tras la infeccion por influenza el receptor de TOS presenta una sintomatologia diferente
a la observada en el paciente inmunocompetente (46), debido fundamentalmente a que
por su estado de inmunosupresion, no se desencadena la respuesta inflamatoria
estimulada por la infeccion gripal, pudiendo presentar menor sintomatologia que la
poblacién general (47). Mientras que el paciente inmunocompetente suele presentar
cuadros de fiebre, mucosidad, dolores musculares y de las vias respiratorias altas, en el
receptor de TOS, los sintomas suelen ser fiebre, tos, mialgias y disneas, siendo la
presencia de fiebre la expresion mas evidente de la infeccion gripal en estos pacientes

(31, 47-52)

En el 50 a 70% de los casos de infeccion gripal en los receptores de TOS, el paciente
requiere ingreso hospitalario de los que entre el 13 y el 20% ingresa en UCI, con una
mortalidad asociada de entre el 4 y el 8% (31, 44, 48-51, 53). Ademas, se han observado
incrementos en la mortalidad debida a la infeccion por influenza de hasta el 21% en
series de pacientes receptores de pulmon infectados por la cepa A(HIN1)pdm durante la

pandemia de 2009 (50).

La infeccion por influenza también se ha relacionado con el rechazo y la disfuncion del

organo trasplantado, que llega al 61% de los casos en alguna de las series publicadas

(31, 43, 49).

Otra de las complicaciones descritas tras la infeccion gripal en el paciente de TOS es la
neumonia viral secundaria, la mayor causa de infiltrados pulmonares en estos pacientes
(54-56). Aunque esta complicacién ocurre también en la poblacion general, en el
paciente trasplantado los efectos son mdas graves, conllevando el ingreso en UCI y
mayores tasas de mortalidad (54). Por otro lado, se estima que la neumonia bacteriana

secundaria asociada a la infeccion gripal ocurre en el 17% de los pacientes infectados
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por la gripe estacional . De la misma forma, también se han descrito infecciones

fingicas en el receptor de TOS afectado por la gripe (57).

En trabajos realizados por nuestro grupo en la temporada gripal pandémica de 2009 y
post-pandémica describimos una alta incidencia de infeccion por el virus de la gripe y
complicaciones en los pacientes receptores de TOS. Con una tasa de mortalidad del
7,2% vy tasas de ingreso en UCI del 16,2% (58). En otros estudios, se han demostrado
tasas de mortalidad asociada a la infeccion gripal de entre el 4 y el 8%, asi como otras
complicaciones graves asociadas a la gripe como neumonia secundaria con tasas de
entre el 29.4 y el 32%, coinfecciones virales con tasas que oscilaron entre el 2 y el

62,7% y coinfecciones bacterianas con tasas de entre 10,7 y el 13,7% (31, 44)

La incidencia y complicaciones asociadas a la gripe en el receptor de TOS varian en
funcion del 6rgano trasplantado (43, 44, 59-61). En el receptor de trasplante pulmonar el
riesgo de infeccion es mayor, con una incidencia de 41 casos por cada 1000 habitantes,
en el receptor de trasplante hepatico la incidencia es de 4,3 casos por cada 1000
habitantes, mientras que el menor riesgo lo encontramos en el receptor de trasplante
renal, con una incidencia de 2,8 casos por cada 1000 habitantes (43, 62-64). En cuanto a
receptores de TOS diferentes a los anteriores, como el trasplante cardiaco, pancreatico o
combinado, si bien no existen trabajos especificos, en los estudios con poblaciones
receptores de TOS, describen un riesgo similar a los descritos anteriormente para los

trasplantados de higado, rifiién o pulmoén (31, 43).

La predisposicion del receptor de trasplante de ser infectado por el virus de la gripe se
asocia con muchos factores, siendo uno de los mas importantes, la ausencia o niveles
bajos de anticuerpos neutralizantes capaces de neutralizar la infeccion viral debido a la

supresion de su estado inmunologico (65).

1.5 Tratamiento y prevencion.

Debido al elevado riesgo de desarrollo de complicaciones ocasionadas por la infeccion
por influenza en el receptor de trasplante (66) y especialmente desde la pandemia de
gripe A(HIN1)pdm del ano 2009, se han protocolizado las medidas de deteccion

mediante PCR del virus influenza ante cualquier sospecha de gripe en estos pacientes, a
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través de muestras respiratorias tomadas de los pacientes mediante frotis nasal o
nasofaringeo o lavado broncoalveolar (67, 68) con el objetivo de aumentar la eficacia en

el diagnostico precoz y tratamiento de la infeccion
1.5.1 Tratamiento.

Existen dos tipos de medicamentos antivirales empleados en la actualidad para tratar la
infeccion por el virus de la gripe, adamantanes y los inhibidores de la neuraminidasa
(NIs) (69, 70). Los adamantanes (amantadina y rimantadina) act@ian sobre los canales
ionicos M2, y s6lo son efectivos frente a las cepas A(HINI1)pdm y A(H3N2). Sin
embargo, debido a la seleccion de cepas resistentes con tasas del 10% y 90%,
respectivamente, su utilidad se ha visto seriamente limitada, ya que la seleccion de una

unica mutacion en el aminoacido 31 de la proteina genera resistencia al medicamento.

Dos medicamentos de la familia de los Nls, oseltamivir y zanamivir, son efectivos en el
tratamiento de la infeccion por influenza A y B, gracias a que impiden la liberacion de
los nuevos viriones de la célula huésped (71). En un estudio reciente, en el que se
analizé una cohorte de 410 pacientes con sintomas de gripe, 45,4% de los cuales
recibieron oseltamivir tras la confirmacién de infeccion gripal por PCR, se observo que
aunque las comorbilidades desarrolladas fueron similares respecto a los pacientes que
recibieron un tratamiento diferente, la gravedad fue menor (72). Un metandlisis
publicado recientemente muestra que aunque oseltamivir y zanamivir reducen el tiempo
de aclaramiento viral en pacientes adultos, la profilaxis con estos inhibidores de la
neuraminidasa incrementa el riesgo de nauseas y vomitos en pacientes pediatricos.
Ademas, no se observé una reduccion significativa de la mortalidad en los pacientes que

recibieron oseltamivir (73).

Al igual que ocurre con los adamantanes, se ha descrito la seleccion de cepas resistentes
a oseltamivir, sobre todo asociadas a influenza A(HIN1)pdm siendo en torno al 12% de
las cepas circulantes en la temporada 2008-2009 (74, 75). Los ultimos datos sobre este
aspecto, publicados por el Sistema de vigilancia de la gripe en Espana (SVGE) reflejan
un 2% de las cepas circulantes en la temporada 2015-2016 de influenza A(HIN1)pdm
resistentes a este medicamento. Sin embargo, hasta la fecha no se han descrito cepas de
influenza resistentes a zanamivir, y las cepas resistentes a oseltamivir son sensibles a

este medicamento (76, 77).
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En circunstancias de casos leves de gripe y en pacientes con escaso riesgo de
complicaciones, los expertos recomiendan cautela a la hora de administrar antivirales y
ponen de manifiesto la necesidad de emplear otras estrategias para prevencion y
tratamiento frente a la gripe (67). Sin embargo, se ha demostrado que los antivirales son
efectivos para el tratamiento frente a la infeccion por influenza en el receptor de TOS se
recomienda iniciar el tratamiento tan pronto como sea posible, sin esperar la
confirmacion microbiologica, especialmente en casos de sospecha de neumonia, para
minimizar las complicaciones derivadas de una posible infeccion gripal en los pacientes

(67).

1.5.2 Prevencion.

Hay tres tipos de medidas de prevencion:

- Medidas de barrera.
En 1972 se describio el primer brote de infeccion nosocomial en una unidad de
trasplante renal, en el que dos de cinco pacientes desarrollaron neumonia. A partir de
entonces, se han registrado otros brotes de infeccion nosocomial en el receptor de TOS,
y se han adoptado medidas para evitarlas. Estas medidas son (67):
e Evitar el contacto con los pacientes, tanto de los visitantes como del personal
sanitario que presente sintomas de infeccion en las vias respiratorias.
e Emplear mascarilla quirirgica tanto en el paciente, como en los visitantes y
personal sanitario con sospecha de infeccion.
e Emplear medidas de higiene, como el lavado exhaustivo de las manos antes del
contacto con el receptor de trasplante, tanto por parte del personal sanitario

como de los visitantes.

- Quimioprofilaxis.

A pesar de no ser un método que pueda sustituir a la vacunacion en la prevencion frente
a la infeccion por influenza, se ha demostrado que la quimioprofilaxis después de la
exposicion al virus, tiene beneficios en la prevencion de la infeccion en el receptor de
TOS. La administracion de oseltamivir o zanamivir después del contacto de los
pacientes con un individuo infectado por el virus ha demostrado eficacia en la

prevencion que oscila entre el 68% y el 69% y 72% al 89%, respectivamente (78-80).
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Ademéds, se ha sugerido que la administraciéon de oseltamivir previa a la infeccion,
podria generar una disminucion del riesgo de progresion de enfermedad a neumonia en

pacientes inmunodeprimidos (81).

Por otra parte, en la poblacion general, la quimioprofilaxis administrada antes de la
exposicion al virus ha demostrado una eficacia en la prevencion de la infeccion del 84%
para oseltamivir y del 82% para zanamivir. Sin embargo, no hay estudios concluyentes
sobre la eficacia de la quimioprofilaxis previa a la exposiciéon con el virus en los

pacientes receptores de TOS (82, 83).
- Vacunacion.

La vacunacion anual frente al virus influenza es la medida mas eficaz para evitar la
infeccion. En la poblacion adulta sana, la vacunacion proporciona proteccion frente a la
infeccion por el virus de la gripe en el 70-90% de los casos, siendo la vacunacion gripal

una medida costo-efectiva dptima, especialmente en nifos y poblacion anciana (84, 85).

La vacuna de la gripe estacional estd compuesta por las proteinas HA y NA derivadas
de las tres cepas de virus influenza, A(HIN1)pdm, A/H3N2 e influenza B. Como se ha
comentado anteriormente, la OMS establecio en 1947 la Red Mundial de Vigilancia de
Gripe para monitorizar el desarrollo y migracion de las variantes del virus de la gripe
circulante en cada temporada gripal. En base a los resultados de vigilancia se revisa
anualmente la composicion vacunal, para adaptarse a los cambios en funcion de los
virus circulantes detectados. Este organismo cuenta en la actualidad con 125 centros
repartidos en 96 paises para la vigilancia mundial de la infeccion por el virus influenza.
Para realizar el seguimiento, los centros locales recogen muestras de pacientes con gripe
y las envian a uno de los cuatro centros de referencia mundiales de la OMS localizados
en Atlanta, Londres, Melbourne y Tokio (86, 87). En cada centro se realizan pruebas de
similitud antigénica basadas en ensayos de hemaglutinaciéon de los antisueros y los
datos se envian al Centro de Evolucion de Patdgenos de la universidad de Cambridge
para la cartografia y mapeo antigénico. En funcioén de los resultados obtenidos, la OMS
recomienda una nueva composicion vacunal para la gripe para la temporada siguiente,

adaptando semestralmente la composicion en el Hemisferio Norte y el Hemisferio Sur.
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Es muy importante la correcta eleccion de las cepas que componen la vacuna por parte
de los organismos encargados, ya que el proceso de fabricacion de la vacuna de la gripe
requiere entre seis y ocho meses, desde que se selecciona la cepa mayoritaria circulante
que sera afiadida a la vacuna hasta la fabricacion final de la misma. En algunos casos
puede ocurrir que en este lapso de tiempo se produzcan cambios genéticos de las cepas
circulantes no contemplados en la eleccion de los candidatos, provocando una reduccion
en la eficacia de la vacuna en esa temporada. Un ejemplo claro de este hecho ocurrié en
la temporada gripal 2007-2008, en la que se recomendd la incorporacion de la cepa
A/Wisconsin/67/2005(H3N2)-like, pero la cepa predominante fue A/Brisbane (H3N2)-
like. Méas recientemente, en la temporada 2013-2014 la vacuna administrada incluia la
cepa B/Yamagata, y la cepa mayoritaria circulante fue la B/Victoria y en la temporada
2014-2015, en la que el 66.8% de las cepas de A/H3N2 circulantes no coincidieron con
la cepa A/Texas/50/2012(H3N2)-like incluida en la composicién vacunal (88). En todo
caso, aunque la vacuna vea reducida su eficacia por este hecho, sigue aportando

beneficios a los pacientes, como la prevencion de sintomas graves (89-91).

Tipos de vacuna y recomendaciones de administracion.

- Vacuna trivalente de virus inactivados.

La vacuna trivalente de virus inactivados es una vacuna que consta de las proteinas HA
y NA fragmentadas de las tres cepas de virus influenza incluidas en la composicion
vacunal. Para producir la vacuna, cada cepa del virus influenza por separado se propaga
en huevos de gallina embrionados (92), y posteriormente son purificados e inactivados
con formalina. Los virus inactivados son fraccionados para aislar las proteinas HA y
NA de cada cepa. Cada dosis de la formulacion vacunal estd compuesta por 15 pg de las

proteinas HA y NA de cada una de las cepas.

-Vacuna de virus vivos atenuados.

La vacuna de virus vivos atenuados de influenza se consigue por recombinacion entre

cada una de las cepas de referencia con una cepa adaptada al frio, produciéndose una

35



Introduccion

reorganizacion gendémica. Como resultado, se obtiene una cepa recombinante que
contiene la informacién genética de las proteinas NA y HA de la cepa de referencia
propuesta, y los seis genes de adaptacion a baja temperatura de la cepa resistente. Para
su produccion, cada una de las tres cepas adaptadas se propaga en sucesivos pases de
infeccion a 25°C y posteriormente en huevos de gallina embrionados. Se consigue de
esta manera, una cepa del virus que no es capaz de completar su ciclo de infeccion a
temperaturas fisiologicas de 37°C, por lo que el paciente puede estimular su respuesta
inmune sin desarrollar sintomas gripales ni enfermedad (93, 94). El uso de esta vacuna
no estd aprobado en Espafia y por tanto no se comercializa y no estd recomendada para

el receptor de TOS.
-Recomendaciones para la vacunacion.

El comité de buenas practicas e inmunizacion (ACIP) del CDC revisa anualmente las
recomendaciones y establece los grupos de riesgo en los que se debe administrar la
vacuna de la gripe. Actualmente el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e igualdad

recomienda la vacuna para los siguientes grupos de poblacion:

1. Personas de edad mayor o igual a 65 anos, haciendo especial énfasis en aquellas

personas que conviven en instituciones.

2. Personas menores de 65 afios que presentan un riesgo elevado de complicaciones
derivadas de la gripe.

* Nifios de mayores de seis meses de edad y adultos con enfermedad cronica
cardiovascular (excluyendo hipertension arterial aislada) o pulmonar, incluyendo
displasia bronco-pulmonar, fibrosis quistica y asma.

* Nifios mayores de seis meses y adultos con:

-Enfermedades metabolicas, incluida la diabetes mellitus.

-Obesidad morbida (indice de masa corporal > 40 en adultos, > 35 en
adolescentes, 0 > 3 DS en la infancia).

-Insuficiencia renal.

-Hemoglobinopatias y anemias.

-Asplenia.

-Enfermedad hepatica cronica.

-Enfermedades neuromusculares graves.
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-Inmunosupresion, incluida la originada por la infeccion de VIH, por farmacos o
en los receptores de trasplante.

-Implante coclear o en espera del mismo.

-Trastornos 'y enfermedades que conllevan disfuncion  cognitiva:

Sindrome de Down, demencia y otras.

En este grupo se hard especial énfasis en aquellas personas que precisen
seguimiento médico periddico o que hayan sido hospitalizadas en el afio
precedente.

= Residentes en instituciones cerradas, de cualquier edad a partir de seis meses,
que padezcan procesos cronicos.

= Nifios y adolescentes, de entre seis meses y 18 afos, que reciben tratamiento
prolongado con acido acetil salicilico, por la posibilidad de desarrollar un
sindrome de Reye tras la gripe.

=  Mujeres embarazadas en cualquier trimestre de gestacion.

3. Personas que puedan transmitir la gripe a aquellas que tienen un alto riesgo de

presentar complicaciones:

* Trabajadores de los centros sanitarios, tanto de atencion primaria como
especializada y hospitalaria; publica y privada. Se hara especial énfasis en
aquellos profesionales que atienden a pacientes de algunos de los grupos de alto
riesgo anteriormente descritos.

* Personas que por su ocupacion trabajan en instituciones geriatricas o en centros
de atencion a enfermos cronicos, especialmente los que tengan contacto
continuo con personas vulnerables.

= Personas que proporcionen cuidados domiciliarios a pacientes de alto riesgo o
ancianos.

» Personas que conviven en el hogar, incluidos nifios/as, con personas que
pertenecen a algunos de los grupos de riesgo, por su condicion clinica especial

(citados en el apartado 2).

4. Otros grupos en los que se recomienda la vacunacion:
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» Personas que trabajan en servicios publicos esenciales con especial énfasis en
los siguientes subgrupos:
-Fuerzas y cuerpos de seguridad del Estado, con dependencia nacional,
autondmica o local.
- Bomberos.
- Servicios de proteccion civil.
- Personas que trabajan en los centros de emergencia sanitaria.
- Trabajadores de instituciones penitenciarias y de otros centros de internamiento
por disposicion judicial.
* Personas que, por su ocupacion, pueden estar en contacto con aves con sospecha
o confirmacion de infeccion por virus de la gripe aviar altamente patogénico,

especialmente:

- Las personas que estan directamente involucradas en las tareas de control y
erradicacion de los brotes (destruccion de los animales muertos, limpieza y
desinfeccion de areas infectadas).

-Las personas que viven y/o trabajan en granjas de aves donde se han
notificado brotes, o se sospecha de su existencia.

Estas recomendaciones deben actualizarse en funcion de las evidencias epidemiologicas

sobre el patron de presentacion y difusion de la infeccion por virus de gripe aviar

Por el contrario, no se recomienda la vacunacion gripal en los siguientes casos:

* En personas con alergia al huevo, con hipersensibilidad a las proteinas de huevo
o que hayan tenido una reaccion alérgica severa a una vacuna de la gripe
anterior.

* Los nifios menores de seis meses.

= Si se tiene una enfermedad aguda con fiebre alta debe esperarse hasta que esta
situacion remita.

1.6 Medidas para evaluar la respuesta a la vacunacion.

1.6.1 Hemaglutinacion.

Tradicionalmente, la titulacion de anticuerpos neutralizantes frente al virus influenza se
ha basado en experimentos que evaltan la capacidad de una muestra de suero de inhibir

la hemaglutinacion. La proteina HA de la superficie viral, tiene la capacidad de producir
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la hemaglutinacion de los eritrocitos, mediante unidon especifica de la superficie de
¢éstos. Ante una concentracion viral fija, y en presencia de una molécula de unién a la
proteina HA, como los anticuerpos neutralizantes especificos de HA, la inhibicion de la
hemaglutinacion observada serd proporcional a la concentracion de anticuerpos (95).
Aunque esta técnica se convirtid en un protocolo relativamente universal para la
titulacion de anticuerpos neutralizantes frente al virus de la gripe presentes en el suero
de los pacientes, y ha sido empleada en multitud de estudios (96-98), el hecho de que el
analisis de los resultados de la hemaglutinacion sea visual junto con otras limitaciones
técnicas en el desarrollo del protocolo, han conducido a que sea desplazada por otras
técnicas mdas sensibles, mas sencillas y mas objetivas de cuantificar, como la

microneutralizacion, basada en la técnica de ELISA.

1.6.2 Microneutralizacion.

La técnica de microneutralizacion es una herramienta eficaz para evaluar la respuesta a
la vacunacién mediante la titulacién de los anticuerpos neutralizantes presentes en el
suero del paciente, capaces de bloquear la infeccion del virus de la gripe de células en
cultivo. En esta técnica, se emplea una cantidad fija de virus influenza para infectar
células en cultivo en presencia de cantidades decrecientes del suero de pacientes. La
inhibicion de la infeccion observada sera proporcional a la cantidad de anticuerpos
neutralizantes presentes en el suero. Este ensayo, de mdas facil manejo que la
hemaglutinacion, y mayor fiabilidad en la cuantificacion, ha sustituido en gran medida a
la hemaglutinacion y se ha convertido en la técnica de referencia para la cuantificacion

de anticuerpos neutralizantes frente a la gripe (99).

1.6.3 Variables de cuantificacion de la respuesta inmune frente a la vacunacion.
Segln los estandares internacionales (100), los parametros para medir la respuesta
inmune a la vacunacion son:

- Geometric mean titer (GMT): media de titulos de anticuerpo en el grupo de individuos

vacunados.

- Tasa de seroproteccion: porcentaje de sujetos con titulo de anticuerpo 1:40.
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- Tasa de seroconversion: porcentaje de sujetos con un incremento de cuatro veces en el

titulo de anticuerpo basal.

- Geometric mean ratio (GMR) o factor de seroconversion: nimero de veces que

incrementa el GMT desde basal a postvacunal.

Una vacuna se considera eficaz cuando el individuo esta seroprotegido tras la
vacunacion con valores de seroproteccion >40 y ha seroconvertido con un aumento de 4

veces el titulo de anticuerpos basales (101, 102).
1.7 Eficacia de la vacuna de la gripe en pacientes receptores de TOS.

La vacunacion estacional frente a la gripe estd especialmente recomendada en la
poblacién trasplantada, ya que como se ha comentado anteriormente, tiene un mayor
riesgo de desarrollar complicaciones derivadas de la infeccion por el virus influenza y

es el mejor método para evitar la infeccion (31).

Sin embargo, la eficacia de la vacuna de la gripe en la poblacién trasplantada es menor
que en la poblacién general, existiendo un porcentaje de pacientes que varia entre el
15% y un 90%, en funcion de la cohorte estudiada, que no desarrolla una respuesta
inmune de anticuerpos neutralizantes y por tanto no estd seroprotegido frente a la
infeccion (99, 103-112), por lo que sigue habiendo un margen para mejorar la eficacia

vacunal.

Otro aspecto importante que se ha debatido ampliamente en relacion a la eficacia de la
vacuna de la gripe es cuando administrarla tras el trasplante. Las recomendaciones
actuales, que se basan en opiniones de expertos y trabajos realizados con series
pequenas de pacientes (113), recomiendan vacunar a partir del tercer al sexto mes tras el
trasplante. Debido a la estacionalidad de la vacunacion, que se realiza entre Octubre y
Diciembre, a diferencia de otras vacunas que pueden aplicarse durante todo el afio y a
las complicaciones asociadas a la infeccion por influenza en esta poblacion, es
fundamental determinar el momento mas adecuado tras el trasplante en el que es seguro
y efectivo administrar la vacuna. Existen pocos datos experimentales al respecto, pero
se argumenta en la literatura que la administracion de la vacuna durante los primeros

meses desde el trasplante podria tener una menor eficacia, debido posiblemente a la
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mayor inmunosupresion a la que estdn sometidos los pacientes en este periodo. Por
tanto, seria esencial realizar estudios que respondan a este aspecto sobre la vacunacion
gripal en series de pacientes con mayor potencia estadistica y a lo largo de diferentes

temporadas gripales para llegar a conclusiones solidas.

1.8 Seguridad de la vacunacion.

1.8.1 Seguridad de la vacunacion en el receptor de TOS.

Aunque se ha demostrado que la vacunacidon gripal es el método mas eficaz para
proteger de la infeccion gripal al receptor de TOS, minimizando los riesgos directos e
indirectos provocados por el virus influenza, algunos autores han alertado sobre el
riesgo tedrico de que la vacunacion pudiera generar una respuesta de rechazo del injerto
debido a la hiperestimulacion a través de la produccion de anticuerpos anti-HLA

donante especifico (DSA).

1.8.2 Sistemas de histocompatibilidad.

Una de las principales herramientas del sistema inmunitario para la defensa del
organismo frente a las agresiones externas es el sistema de histocompatiblidad
encargado de reconocer a los antigenos. Una vez reconocidos los antigenos como
elementos extrafios, el sistema de histocompatiblidad se encarga de presentarlos a los
linfocitos T. El sistema mas conocido es el complejo principal de histocompatiblidad
(HLA). Las moléculas HLA (antigeno leucocitario humano), son un grupo de receptores

celulares presentes en todos los tipos celulares.

Un importante aspecto en la funciéon del sistema HLA es su relacion con el

reconocimiento en los trasplantes (114).

El sistema HLA contribuye a diferenciar la respuesta inmune segin el antigeno
reconocido, gracias a su alto grado de polimorfismo, que contribuye a las diferencias en
la respuesta inmunitaria entre individuos, jugando un papel importante en la

susceptibilidad a ciertas enfermedades y en el trasplante de 6érgano (115).
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Figura 5. Representacion esquematica de las molécula HLA de clase I y II.
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COOH, carboxilo terminal; S-S, puente disulfuro; PO4, fosfato.

El rechazo del aloinjerto se produce cuando el sistema HLA reconoce antigenos
presentes en el injerto y ausentes en el receptor, y reacciona desencadenando una

respuesta inmune frente a €1 (116).

Respecto a sus caracteristicas estructurales y funcionales, los genes y moléculas de
HLA se clasifican en clase I y clase II segiin su estructura, funcién y distribucion
celular. Las moléculas de HLA clase I se expresan constitutivamente en practicamente
todas las células del organismo y funcionan como moléculas presentadoras de péptidos
a las células T CD8+ y controlan la actividad NK, mientras que las moléculas de HLA
de clase II, se expresan de manera constitutiva sdlo en células presentadoras de
antigenos y presentan péptidos a los linfocitos T CD4+ (117, 118). También existe
expresion diferencial de las moléculas de HLA, de forma que HLA-DR es mas

abundante que HLA-DP y DQ.

La expresion de estas moléculas también puede verse alterada en situaciones clinicas
concretas, como en el caso del rechazo de trasplante, en las que se alcanza una
expresion considerable de las moléculas de HLA de clase II, siendo las moléculas HLA-

DR mayormente expresadas que las HLA-DP y HLA-DQ.
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Para determinar la compatibilidad antes del trasplante, en determinados 6rganos como
rifidén y corazon, se procede al tipaje de HLA tanto de donante como del receptor, a
partir de muestras de ganglio inguinal, bazo o sangre periférica, en las que se procede a

la separacion de células T y B.
1.8.3 Produccion de anticuerpos citotoxicos.

Tras el trasplante, se pueden producir anticuerpos frente a moléculas HLA del donante
si éstas son diferentes a las del receptor. En el caso de los trasplantes, el 6rgano
trasplantado presenta multitud de antigenos diferentes, lo que origina una reaccion
inmediata por parte del sistema inmune del receptor. Ademads, este tipo de pacientes
puede presentar autoanticuerpos derivados de la propia patologia o del tratamiento. Se
calcula que los anticuerpos anti-HLA se producen en un 75 - 90% de los receptores que
pierden el o6rgano. Por otro lado en algunos episodios de rechazo, se ha descrito la
presencia de anticuerpos que reaccionan solo con antigenos especificos de tejido, son
los anti-HLA donante-especificos o DSA, expresados en células endoteliales y
monocitos, pero no en la membrana de linfocitos. Se ha demostrado que podrian ser la
razon para algunos rechazos observados en pacientes con prueba cruzada negativa. Esta
respuesta se puede producir durante el embarazo, por transfusiones sanguineas o por
trasplantes (119, 120). En algunos trabajos, se establece la posibilidad de que la vacuna
de la gripe, puede contener epitopos que generen esta respuesta aloinmune (106, 121,

122).
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Figura 6. Representacion del mecanismo de accion de los anticuerpos citotoxicos.
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Mecanismos celulares y humorales por los cuales el reconocimiento de los antigenos de
histocompatibilidad del donante por parte del sistema inmunitario del receptor puede
desencadenar el rechazo hiperagudo, agudo o cronico del aloinjerto.

1.8.4 Rechazo.

El virus influenza es capaz de activar mecanismos inmunoldgicos en los pacientes
receptores de TOS que se han asociado con altas tasas de rechazo celular agudo (40, 42,

43) y disfuncion cronica del injerto (67).

En relacion a la vacuna de la gripe, se ha planteado que tedricamente podria ser posible
que la respuesta inmunolégica a la misma, pueda estimular una respuesta de células T y
B tras la vacunacion, propiciando la produccion de anticuerpos anti-HLA que puedan
originar una respuesta de rechazo agudo del injerto, especialmente en los primeros
meses post trasplante. No obstante, no existen estudios concluyentes que demuestren

esta hipotesis.

1.8.5 Relacion entre la vacuna de la gripe y el rechazo del injerto.

La infeccion por virus influenza estd asociada a episodios de rechazo agudo en el

receptor de trasplante, y se ha demostrado que est4 asociada a la produccion de-novo de
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anticuerpos anti-HLA. El virus influenza podria activar mecanismos inmunologicos en
el receptor de trasplante que genera un rechazo agudo hasta en el 62% de los adultos
receptores de trasplante, y un rechazo cronico en el trasplante pulmonar (123, 124). En
base a este hecho se ha propuesto la posibilidad de que la vacunacion gripal pudiera
desencadenar esta misma respuesta. Esta hipdtesis es poco solida y estd basada, en
publicaciones escasas y basadas en series con pocos pacientes y opiniones de expertos

(106, 122).

1.9 Eficacia de la vacunacion en los receptores de TOS.

En los ultimos anos, desde la pandemia de 2009, se han publicado un numero elevado
de estudios en los que se ha profundizado en el conocimiento de la respuesta a la vacuna
de la gripe en los pacientes receptores de TOS. Un estudio retrospectivo, en el que se
incluyeron 51.730 pacientes receptores de TOS que recibieron la vacuna de la gripe a
partir del sexto mes tras el trasplante, concluy6 que la inmunizacion en estos pacientes
disminuia el riesgo de pérdida del injerto y muerte (125), sin embargo, la respuesta a la
vacunacion en esta poblacion era muy variable, y los datos de seroproteccion publicados
oscilaban entre el 15% y el 90% en funcidon de la cohorte estudiada, menor que la
alcanzada por la poblacion inmunocompetente (99, 103-112, 126). Ademas, en la
mayoria de estudios publicados se sugiere una respuesta a la vacunacion diferente en
funcion del organo trasplantado con una respuesta de anticuerpos neutralizantes
reducida en los receptores de trasplante renal (103, 106, 127), hepatico (108, 109, 128)
y cardiaco (108-110, 128).

Dada la importancia de la vacunacion para prevenir la infeccion y el desarrollo de
complicaciones asociadas a la gripe en el receptor de TOS, y considerando la respuesta
heterogénea y variable alcanzada por estos pacientes, seria necesario adoptar medidas
para mejorar la inmunizacion en esta poblacion de riesgo de infeccion por virus

influenza.

1.10 Estrategias de mejora de la vacunacion.

La respuesta a la vacunacion, en términos de eficacia, en el receptor de TOS sigue

siendo menor a la observada en la poblacion general (125) y existe un margen de
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mejora, ya que entre el 1 y el 47% de los pacientes no responden a la vacunacion (58,
99, 129), por lo que seria deseable implementar medidas para aumentar la respuesta en
estos pacientes Para aumentar la respuesta a la vacunacion gripal se ha planteado

utilizar alguna de las estrategias.

1.10.1 Adicion de un adyuvante a la composicion de la vacuna.

La adicién de un adyuvante a la composicion vacunal puede incrementar la respuesta a
la vacuna trivalente de virus inactivados. Un adyuvante es un compuesto quimico que se
anade a la composicion de la vacuna para aumentar su inmunogenicidad.

Aunque el mecanismo inmunologico especifico por el que el adyuvante incrementa la
respuesta a la vacunacion no se conoce, parece estar relacionado con el aumento de la
secrecion de quimioquinas por parte de monocitos y células dendriticas en el lugar de la
inyeccion (130). En la vacuna de la gripe se han utilizado hasta la fecha dos tipos de
adyuvante, MF59 (Novartis) y AS03 (GlaxoSmithKline), ambos basados en emulsiones
acuosas que contienen escualeno. El adyuvante MF59 al que se le anaden sales de
aluminio en su composicion, ha demostrado inducir una mayor respuesta inmune en
individuos mayores de 65 afios de edad y el SO3 se emplea normalmente en vacunas
monovalentes (131, 132). En general, en la poblacion inmunocompetente, la vacuna
adyuvantada ha demostrado una mayor eficacia, mayores ratios de seroconversion y una
tolerancia clinica similar a la observada con la vacuna no adyuvantada (67). Clark TW
et al. describieron en una cohorte de 176 adultos aleatorizados para recibir dos dosis de
vacuna frente a influenza A/California/2009(H1N1) no adyuvantada, o adyuvantada con
MF59 en 2009, una mejor respuesta de seroproteccion y seroconversion en aquellos que
recibian la vacuna adyuvantada, tanto a corto como a largo plazo (133). En un estudio
posterior, Murdo Ferguson et al. en un ensayo clinico realizado en 1340 individuos
sanos, aleatorizados para recibir una o dos dosis de vacuna frente a influenza
A(HIN1)pdm, de 3,75 6 1,9 pg, adyuvantada o no con ASO3, demostré6 una mayor
seroproteccion y seroconversion en los pacientes que recibieron una o dos dosis de la
vacuna adyuvantada, independientemente de la dosis (134).

En cuanto a la poblacion trasplantada, existen pocos estudios analizando la respuesta y
seguridad de la administraciéon de la vacuna adyuvantada. En un estudio previo

realizado por nuestro grupo, analizamos una cohorte de 346 pacientes
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que recibieron una dosis de la vacuna pandémica adyuvantada en 2009, observamos que
la vacuna fue eficaz segun los estandares internacionales y segura ya que no
observamos ningun episodio de rechazo, aunque las tasas de seroproteccion y

seroconversion fueron menores a las descritas para la poblacion general (99).

1.10.2 Vacunacion en los primeros meses tras el trasplante.

Actualmente se recomienda la vacunacion gripal en el receptor de TOS a partir de los
tres a seis meses del trasplante, a pesar de que los tres primeros meses tras el trasplante
es el periodo de mayor riesgo de desarrollar complicaciones durante la infeccion gripal,
debido a que es un periodo en que el paciente es especialmente labil inmunologicamente
y se han generado dudas acerca de si la vacunacion podria tener una escasa eficacia
(60). En base a estas hipdtesis existe controversia en la literatura acerca del momento
correcto tras el trasplante en el que iniciar la inmunizacion de la gripe. Lawal et al.,
estudiando una cohorte de 51 pacientes, describié que solo el 13,7% de los siete
pacientes vacunados en los primeros cuatro meses del trasplante alcanzd la
seroproteccion tras la vacunacion, una respuesta mucho menor a la observada en los
pacientes vacunados entre los cuatro meses y un afio post trasplante (67%) y en los
pacientes vacunados a partir del afios post-trasplante (86%) (135). Birdwell ef al., en
una cohorte de 53 pacientes receptores de TOS 19 (35,84%) de los cuales fueron
vacunados en los primeros meses pos-trasplante, concluyd que la respuesta a la
vacunacion gripal en estos pacientes fue independiente del tiempo trascurrido desde el

trasplante a la vacunacion (103).

1.10.3 Aumento del numero de dosis.

Resultados previos de nuestro grupo, analizando un grupo de 100 pacientes receptores
de trasplante hepatico, renal y cardiaco (104), sugieren que los pacientes con titulos de
anticuerpos neutralizantes previos a la vacunacién tienen una mejor respuesta
postvacunal. Sin embargo, el porcentaje de pacientes que mantienen titulos de
anticuerpos a largo plazo un afio tras la vacunacién es bajo, s6lo uno de cada tres
pacientes. Estos datos sugieren que el mantenimiento de la respuesta a largo plazo no es
suficiente para asegurar que los pacientes tengan titulos de anticuerpos en el momento

de la vacunacion y promover una mejor respuesta vacunal.
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Una estrategia posible es la administracion de mas de una dosis de vacuna que podria
generar un efecto "booster", similar a lo observado en los pacientes con titulos
prevacunales. Sin embargo, existen pocos estudios y con datos controvertidos sobre la
eficacia de esta estrategia en la poblacion trasplantada.

Algunos estudios muestran un aumento de la respuesta de anticuerpos neutralizante tras
dos dosis de vacuna gripal en pacientes con trasplante hepatico(109), o una tercera dosis
en el caso del trasplante cardiaco (110), en comparacién con aquellos que reciben una
unica dosis. Otros estudios sugieren una respuesta similar en pacientes que reciben una
o dos dosis, tanto de la vacuna trivalente estacional, como de la vacuna pandémica

A(HINT)pdm, para todos los tipos de trasplante (108, 127, 136, 137).

1.10.4 Otras estrategias.

-Dosis elevadas.

Otra estrategia de mejora de la vacunacion gripal es la administracion de dosis de
vacuna de la gripe con concentraciones mas elevadas. En este sentido, se ha publicado
un ensayo clinico realizado sobre 3876 individuos adultos sanos, 1288 de los cuales
recibieron la dosis estandar de vacuna antigripal, 15 pg, y 2588 recibieron una dosis
elevada, de 60 pg. En lineas generales, no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de seroproteccion frente a las 3 cepas de influenza analizadas en el estudio
(A(HIN1)pdm, A/H3N2 e influenza B) en los pacientes que recibieron una alta dosis de
vacuna, aunque esta estrategia de vacunacion si demostr6 una mayor eficacia en los
sujetos mayores de 65 anos (138). Sin embargo la eficacia de la vacuna de la gripe

empleando dosis elevadas no ha sido evaluada en receptores de TOS.
-Via intradérmica

En cuanto a la via de administracion, se ha estudiado el efecto de la administracion
intradérmica de la vacuna de la gripe en el receptor de TOS en diversos estudios,
basados en receptores de de trasplante hepatico y renal, y no se han encontrado
beneficios en la respuesta humoral de los pacientes respecto a la via de administracion

intramuscular (126, 139, 140).
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En resumen, la vacunacion antigripal en los receptores de TOS, ha demostrado eficacia
en términos de respuestas vacunales superiores al 70% recomendada por los estandares
internacionales aunque menor a la observada en la poblacion inmunocompetente. Sin
embargo, hay un margen de mejora puesto que en algunas series casi un 50% de los
pacientes pueden no responder. Por tanto, seria esencial el desarrollo de estudios que
profundicen en la eficacia y la seguridad de las estrategias de mejora para obtener una
mejor respuesta de la vacuna de la gripe en el receptor de TOS, para protegerlo de la

infeccion gripal, una de las principales causas de morbimortalidad en estos pacientes.

1.11 Relacion de la vacuna de la gripe y el rechazo en el receptor de TOS

Existe cierta controversia acerca de si la vacuna de la gripe puede producir la
estimulacion de la produccion de novo de anticuerpos anti-HLA que pudiese

desencadenar una respuesta de rechazo del injerto.

En el estudio previo realizado por nuestro grupo, Cordero et al. 2011, en el que
analizamos una cohorte de 346 pacientes que recibieron una dosis de la vacuna
pandémica adyuvantada en 2009, no analizamos su relacion con la aloreactivacion del

sistema inmune y la produccion de anticuerpos anti-HLA o el rechazo (99).

Katerinis, publicé en 2011 un estudio de cohortes en el que analizaron 151 receptores de
trasplante renal que recibieron la vacuna pandémica adyuvantada con MF-059 en dos
momentos distintos, a las seis semanas desde el trasplante o en el sexto mes post-
trasplante. En este estudio se concluye que la vacunacién estd asociada con la
produccion de anticuerpos anti-HLA en un 17,3% de pacientes vacunados a las seis
semanas tras el trasplante y en el 11.9% de los pacientes que la recibieron la vacuna a

los seis meses tras el trasplante (121).

Kumar et al., en 2011, publicé un estudio basado en la cohorte de Manuel et al.
publicada en 2007, en la que tras analizar la produccion de anticuerpos anti-HLA en 60
pacientes receptores de TOS que recibieron la vacuna estacional no adyuvantada y no
observaron relacion con el aumento de anticuerpos anti-HLA. En este trabajo se plante6
la posibilidad de que los resultados obtenidos por Katerinis estuvieran relacionados con

la presencia del adyuvante en la composicion vacunal (122).
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En un estudio mas reciente publicado por Cohet ef al. en 2016, analizaron la produccion
de anticuerpos anti-HLA de novo en 184 pacientes receptores de TOS después de recibir
la vacuna de la gripe adyuvantada con AS03. En este trabajo, los autores no encontraron
evidencias que relacionen la vacunacion gripal con el rechazo mediado por anticuerpos

anti-HLA (141).

Por otra parte debido a que los primeros meses tras el trasplante es un periodo en que el
paciente es especialmente 1abil inmunologicamente debido a la intensidad del régimen
inmunosupresor, se han generado dudas acerca de si la vacunacion podria promover la
induccion de rechazo, debido a que la vacuna estd asociada a la hiperactivacion del

sistema inmune (60).

Es importante destacar que en la literatura, no encontramos estudios que profundicen en
la produccion de anticuerpos anti-HLA en los pacientes vacunados en los primeros
meses tras el trasplante, siendo éste un aspecto esencial de la seguridad de la
vacunacion, ya que tanto la circulacion del virus, como los periodos de vacunacion
estan sujetos a temporalidad. De forma que si se demora la vacunacion de la gripe, para
esperar que haya transcurrido mas tiempo desde el trasplante, puede suponer que no
haya tiempo de vacunar al paciente antes de que la epidemia de la gripe haya

comenzado y el enfermo esté expuesta a la misma.

Tampoco existen estudios que evaliien el aumento del nimero de dosis de la vacuna
gripal y su relacion con la produccion de anticuerpos anti-HLA que puedan
desencadenar un rechazo de 6rgano. Sin embargo, siguiendo el razonamiento de la sobre
estimulacién del sistema inmune que produce la vacuna de la gripe, un aumento de

dosis podria también agravar este efecto.

En base a lo expuesto anteriormente, los resultados de estos estudios, ademas de ser
controvertidos, estdn basados en series de pacientes poco numerosas, por lo que no son
concluyentes. Por tanto, seria necesario realizar nuevos estudios de cohortes mas
numerosas de receptores de TOS que reciben la vacuna de la gripe y que sean seguidos
de forma prospectiva, que permitan analizar este aspecto de la seguridad de las
estrategias de mejora para obtener una mejor respuesta de la vacuna de la gripe en el

receptor de TOS y que permitan obtener resultados concluyentes.
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2 JUSTIFICACION






Justificacion

Los receptores de trasplante de 6rgano sélido son un grupo de alto riesgo de infeccion
gripal por su estado de inmunosupresion. Se han descrito complicaciones graves
relacionadas con el desarrollo de gripe en estos pacientes, como neumonia viral y
neumonia bacteriana primaria y secundaria, enfermedad pulmonar, rechazo del 6rgano
trasplantado e incluso muerte, especialmente en los primeros tres meses desde el
trasplante, en los que la probabilidad de infeccion y la gravedad de las complicaciones
descritas se multiplican por cinco. La administracion de la vacuna de la gripe es el
método mas eficaz para prevenir la infeccion en este grupo de riesgo y por tanto para
minimizar las complicaciones mencionadas anteriormente. Sin embargo, aunque se ha
descrito que la vacuna en el receptor de TOS es eficaz y consigue evitar la infeccion en
la mayoria de los pacientes, la respuesta observada es menor comparada con la
poblacién inmunocompetente, existiendo un porcentaje variable de pacientes, entre el
15 y el 45% que no responde correctamente a la inmunizacion frente al virus influenza,

y no alcanza los valores de seroproteccion necesarios para evitar la infeccion.

Por tanto seria necesario adoptar medidas para aumentar la eficacia vacunal en estos
pacientes y dada nuestra experiencia previa en el estudio de la infeccion gripal en el
receptor de TOS, y la gran cantidad de estudios al respecto disponibles en la literatura,
planteamos que implementar distintas estrategias de mejora como la administracion
precoz de la vacuna en los primeros meses desde el trasplante, la utilizacién de una
composicion vacunal adyuvantada, o la administracion de una segunda dosis, podrian

mejorar la respuesta a la vacunacion en estos pacientes.

Sin embargo, en la préctica clinica existen reticencias acerca de que la vacunacion
gripal podria estar asociada a la hiperactivacion del sistema inmune en estos pacientes,
pueda propiciar una respuesta aloinmune cruzada, generando una respuesta frente al
organo trasplantado. Este proceso podria resultar en el rechazo del injerto mediado por
un aumento de anticuerpos anti-HLA frente al donante, y que este efecto pudiera estar

potenciado especialmente en los primeros meses tras el trasplante.

Hasta el momento no hay muchos estudios que profundicen en este importante aspecto
de la vacuna de la gripe y las recomendaciones de las guias clinicas al respecto estan
basadas en opiniones de expertos y el andlisis de series de pacientes poco numerosas y
no disefiadas, en la mayoria de los casos, para analizar este aspecto del efecto de la

vacuna en el paciente trasplantado. Es esencial por tanto platear nuevos estudios para

53



Justificacion

evaluar la efectividad y la seguridad de las diferentes estrategias de mejora de la
inmunizacion frente al virus influenza en el receptor de TOS, empleando una cohorte de

pacientes lo suficientemente numerosa como para obtener conclusiones firmes.
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3. HIPOTESIS






Hipodtesis

La respuesta a la vacunacion en los receptores de trasplante es menor a la
observada en la poblacion general.

La vacuna de la gripe en el receptor de TOS es eficaz desde el primer mes post
trasplante, con una eficacia similar a la esperada a partir del sexto mes post-
trasplante.

La vacuna de la gripe en el receptor de TOS no esta relacionada con el aumento
de anticuerpos anti-HLA.

La vacunacion gripal no esta relacionada con un aumento de rechazo en
pacientes trasplantados.

La vacuna de la gripe en los primeros meses post trasplante no esta relacionada
con el aumento de la produccion de anticuerpos anti-HLA.

El uso de adyuvante en la formulacion de la vacuna de la gripe no esta
relacionado con un aumento de anticuerpos anti-HLA en el receptor de TOS.

La administracion de una segunda dosis de vacuna no estd relacionada con el

aumento de anticuerpos anti-HLA.
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Objetivos

4.1 Objetivo general.
Los objetivos generales de esta tesis fueron:

Evaluar en la poblacién de receptores TOS la eficacia y seguridad de las posibles
estrategias de mejora de la vacunacion gripal tales como la administracion precoz tras el
trasplante de la vacuna en los primeros meses desde el trasplante, la utilizacién de una

composicion vacunal adyuvantada, o la administracion de una segunda dosis de vacuna.
4.2 Objetivos especificos.

1. Determinar la respuesta inmune humoral, medida como titulos de anticuerpos
neutralizantes frente a virus influenza en receptores de TOS vacunados frente a la gripe

en los que se han implementado estrategias de mejora de la respuesta vacunal..

2. Comparar la respuesta inmune humoral a la vacuna de la gripe en los pacientes
vacunados en los primeros seis meses desde el trasplante con respecto a aquellos

vacunados a partir del sexto mes.

3. Determinar la relacion entre la eficacia vacunal y la clinica del paciente, teniendo en
cuenta el tipo de trasplante, las comorbilidades, la medicacion inmunosupresora y el

tipo de trasplante recibidos.

4. Evaluar la frecuencia del rechazo en el receptor de TOS que reciben la vacuna
antigripal y la asociacidon del mismo con el tiempo trascurrido desde el trasplante, el uso

de adyuvante y el nimero de dosis administradas.

5. Determinar la produccion de anticuerpos anti-HLA en respuesta a la vacuna de la

gripe tras el TOS.

6. Determinar si la produccion de anticuerpos anti-HLA se relaciona con el rechazo en

los receptores de TOS vacunados de la gripe.

7. Determinar si el tiempo desde el trasplante a la vacunacion afecta a la produccion de

anticuerpos anti-HLA en los receptores de TOS.

8. Determinar si la adicion de un adyuvante a la composicion vacunal tiene alglin efecto

en la produccion de anticuerpos anti-HLA.
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Objetivos

9. Determinar si la administracion de una segunda dosis de vacuna de la gripe tiene

efecto en la produccion de anticuerpos anti-HLA en los pacientes receptores de TOS.

10. Caracterizar en los receptores de TOS los anticuerpos anti-HLA producidos tras la

vacunacion y determinar si son donante-especifico.
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5. CONSIDERACIONES ETICAS






Consideraciones éticas

Este estudio se ha realizado en base a lo dispuesto en la legislacion vigente y
cumpliendo las normas éticas de la Declaracion de Helsinki y Buena Practica Clinica y
de Laboratorio. Se ha obtenido la aprobacion por parte del Comité de Etica e
investigacion de todos los centros participantes, y se permite la monitorizacion,
auditoria y revision del estudio por las autoridades sanitarias que lo deseen. Todos los
pacientes que han participado en el estudio han sido informados y han firmado un

consentimiento.
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Abstract

Preventing influenza infection early after transplantation is essential, given the disease’s high mortality. A multicentre prospective cohort study
in adult solid organ transplant recipients (SOTR) receiving the influenza vaccine during four consecutive influenza seasons (2009-2013) was
performed to assess the immunogenicity and safety of influenza vaccination in SOTR before and 6 months after transplantation. A total of 798
SOTR, 130 of them vaccinated within 6 months of transplantation and 668 of them vaccinated more than 6 months since transplantation.
Seroprotection was similar in both groups: 73.1% vs. 76.5% for A/(HINI)pdm (p 0.49), 67.5% vs. 74.1% for A/H3N2 (p 0.17) and 84.2%
vs. 85.2% for influenza B (p 0.80), respectively. Geometric mean titres after vaccination did not differ among groups: 117.32 (95%
confidence interval (CI) 81.52, 168.83) vs. 87.43 (95% Cl 72.87, 104.91) for A/(HINI)pdm, 120.45 (95% CI 82.17, 176.57) vs. 97.86
(95% CI 81.34, 117.44) for A/H3N2 and 143.32 (95% CI 103.46, 198.53) vs. 145.54 (95% CI 122.35, 174.24) for influenza B, respectively.
After adjusting for confounding factors, time since transplantation was not associated with response to vaccination. No cases of rejection
or severe adverse events were detected in patients vaccinated within the first 6 months after transplantation. In conclusion, influenza
vaccination within the first 6 months after transplantation is as safe and immunogenic as vaccination thereafter. Thus, administration of
the influenza vaccine can be recommended as soon as | month after transplantation.
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ol LG R i transplant recipients (SOTR) [1]. Given the risk of severe dis-

ease in this population, recommendations for diagnosis, pre-
vention and therapy of influenza infection were given by several

scientific societies [2—4].
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Time since transplantation has been associated with a higher
risk of complications due to influenza infection in transplant
recipients. Patients diagnosed with influenza infection within the
first 3 months after receiving a transplant have a five times
greater risk of developing severe disease compared to those
infected after the first 3 months after transplantation [5].
Current recommendations, mostly based on expert opinion,
support influenza vaccination after 3 months after trans-
plantation [6,7]. More recent recommendations state that not
vaccinating may leave a transplant recipient vulnerable to
influenza infection for an entire influenza season. However,
results of immunologic response to influenza vaccination during
the first 6 months after transplantation are controversial [2,8].
While some authors reported a lower response [6,9], others
found a similar response independent of the time since trans-
plantation [10]. In addition, most of the studies with patients
vaccinated within the first 6 months after transplantation are
small series.

Although no solid evidence exists indicating that vaccination
can cause acute rejection, there has been worry that nonspe-
cific immune activation caused by vaccination could result in
transplant rejection. In this context, safety should be the pri-
mary consideration when administering the influenza vaccine
early after transplantation. Despite the need for preventing
influenza infection in the first 6 months after transplantation,
solid evidence regarding the efficacy and safety of influenza
vaccination is lacking. Further, adequately sized studies are
needed to clarify and firmly establish recommendations
regarding the optimal timing of influenza vaccination in the
transplant setting.

We hypothesized that early vaccination of SOTR had similar
immunologic responses to SOTR vaccinated 6 months after
transplantation. Thus, the aim of the study was to assess the
immunogenicity, efficacy and safety of influenza vaccination in

SOTR before and after 6 months since transplantation.

Material and Methods

Subjects and study design

We performed a multicentre prospective cohort study of
influenza vaccinated SOTR during four consecutive influenza
seasons. Kidney, heart and liver recipients older than 15 years
of age who received one dose of the influenza vaccine between
November 2009 and January 2013 were enrolled in 12 Spanish
university hospitals belonging to the Spanish Network for
Research in Infectious Diseases (REIPI). Patients were excluded
if they received the transplant less than | month before im-
munization, if they had an allergy to any of the vaccine com-

ponents or if they were pregnant. Serum samples were

1040.e12

collected from each patient at the time of vaccination (baseline)
and 5 weeks after vaccination. Patients were followed up during
90 days and up to 10 months if influenza infection or adverse
effects were detected to evaluate the clinical efficacy of the
vaccine. The study procedures were approved by the Univer-
sity Hospital Ethic Committee for Clinical Research according
with the Helsinki Declaration of the World Medical Associa-

tion. All patients provided written informed consent.

Clinical parameters and definitions
Baseline characteristics, immunologic and clinical response and
adverse effects, including graft rejection and mortality, were
recorded using a standardized questionnaire. Biopsies and his-
tologic evaluation of graft rejection were only performed in
cases of suspicion if signs of biochemical, echocardiographic or
spirometry testing disorders were detected. Comorbidities
were assessed by the Charlson comorbidity index [11].
Rejection was defined by the Banff and International Society
for Heart and Lung Transplantation criteria [12]. Chronic renal
insufficiency was defined as an estimated glomerular filoation
rate of <60 mL/min/1.73 m? for more than 3 months (modified
criteria of the Kidney Disease Improving Global Outcomes)
[13]. The definition of chronic liver disease was that of the
Charlson comorbidity index [I1]. Induction therapy was
considered when administered within the 6 months before
vaccination. Hypogammaglobulinemia was defined as IgG levels
lower than 700 mg/dL. The general immunosuppressive regi-
mens consisted of mycophenolate mofetil, calcineurin inhibitor
and prednisone. Heart and kidney transplant recipients with
medium-high immunologic risk for graft rejection or delayed
introduction of tacrolimus received induction therapy with
anti—interleukin 2 receptor monoclonal antibodies or poly-
clonal anti-thymocyte globulin. For liver transplant patients
where induction therapy was indicated, anti—interleukin 2 re-

ceptor monoclonal antibody therapy was used.

Vaccines

Patients from the 2009-2010 influenza season received the
pandemic HINI-2009 (A/California/7/2009-HINI) mono-
valent MF59-adjuvanted vaccine (Focetria, Novartis, Siena,
Italy). Patients from the 2010-2011 and 2011-2012 influenza
seasons received the trivalent nonadjuvant inactivated vaccine
(Gripavac, Sanofi-Pasteur MSD, Madrid, Spain) containing the
following strains: A/California/7/2009-HINI, A/Perth/16/2009-
H3N2 and B/Brisbane/60/2008. Patients from the 2012-2013
influenza season received one dose of the trivalent nonadjuvant
inactivated vaccine (Mutagrip, Sanofi-Pasteur MSD) with the
following strains: A/California/7/2009-HINI, A/Victoria/361/
2011-H3N2 and B/Wisconsin/1/2010. Adverse events were

assessed according to established criteria [14].

Clinical Microbiclegy and Infection © 2015 Eurcpean Scciety of Clinical Microbiclogy and Infecticus Diseases. Published by Elsevier Lrd. All rights reserved, CMI, 21, 1040.e11-1040.e18
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Microneutralization assay

Microneutralization assays were performed as previously
described [1,15] with some modifications (Supplementary
Materials). The average absorbance (A450) from the quadru-
plicate wells of virus-infected (V'C) and uninfected (CC) control
wells was determined, and the neutralizing endpoint was
determined by using a 50% specific signal calculation. The end
point titre was expressed as the reciprocal of the highest
dilution of serum with an A450 value less than x where
x = [(average A450 of VC wells) — (average A450 of CC wells)]/
2. Sera were considered positive if titres were =40 obtained in
at least two independent assays. Vaccination efficacy parame-
ters were as follows: geometric mean titre (GMT), defined as
mean antibody titre in the group of vaccinated individuals;
seroprotection rate as percentage of subjects with antibody
titre > 1:40; seroconversion rate as percentage of subjects with
a fourfold increase in antibody titres from baseline; and geo-
metric mean ratio, defined as seroconversion factor after

vaccination to before vaccination.

Statistical analysis

Patients were grouped by timing of influenza vaccination after
transplantation into two groups, early and late. Patients in the
early group received the influenza vaccine less than & months
after transplantation, and patients in the late group received the
influenza vaccine more than 6 months after transplantation. A
descriptive statistical analysis was performed. Continuous var-
iables were expressed as median and interquartile range or
mean * standard deviation if adjusted to normal distribution,
and evaluated by Shapiro-Wilk or Kolmogorov-Smirnov tests
when appropriate. The main primary outcome for the analysis
was seroprotection. Secondary outcomes were seroconver-
sion, GMT after vaccination, safety and clinical effectiveness.
For bivariate analysis, the chi-square test, Fisher’s exact test or
the McNemar test were used for categorical variables, and
Bonferroni correction was applied when appropriate. For
quantitative variables, the Mann-Whitney test or Student's t test
were used. If the variance was not homogeneous (Levene test),
the Welch test was applied (ANOVA). For multivariate analysis,
mixed-effects regression models were performed to control
the effect of time since transplantation with possible con-
founding variables. Factors associated in the bivariate analysis
and those considered clinically relevant were included in the
models. For immunogenicity analysis, the geometric mean
antibody titres at each time point were used. Relative risk and
95% confidence interval (Cl) were calculated by taking the
exponent of natural logarithm of the mean and 95% Cl. Results
were analyzed by PASW Statistic 18.0.1 software. Statistical
significance was established as a p value of <0.05. All reported p

values were based on two-tailed tests.

Results

Patient characteristics

A total of 798 SOTR (38.8% liver, 41.7% kidney, 19.4% heart)
were included in the study. The early vaccination group was
composed of 130 patients (16.2%) (median time to vaccination,
4.7 months, interquartile range 3.5-5.7 months) and 668 SOTR
(83.8%) were in the late vaccination group (median time to
vaccination, 44.5, months, interquartile range 18.4-96.1
months). Patients were more frequently men (69.8%), and the
median age was 56 years (interquartile range 47.0—63.0 years).
The type of transplant was liver in 333 cases (41.7%), kidney in
310 (38.8%) and heart in 155 (19.4%). Comorbidities appeared
in 80.5% of cases, with diabetes mellitus and chronic heart
disease being the most frequent (Table 1).

Baseline antibody titres

At baseline, 393 patients (49.2%) had preexisting antibody titres
for A/(HINI)pdm, 345 (70.3%) for influenza A/H3N2 and 392
(79.8%) for influenza B. Prevaccination antibody titres and GMT
were significandy higher in the early vaccination group for
influenza A/(HINI)pdm and influenza B (Table 2).

Immunologic response to vaccination

Overall, there were no significant differences in the rate of sero-
protection between patients inthe early or late vaccination groups.
The respective seroprotection rates for influenza A/(HIN)pdm
were 73.1% vs. 76.5% (p 0.49), 67.5% vs. 74.1% for influenza A/
H3N2 (p 0.17) and 84.2% vs. 85.2% for influenza B (p 0.80). After
vaccination, the proportion of seroprotected patients before and
after vaccination changed significantly (p < 0.001) in both cohorts
for the three viruses studied (Supplementary Table I).

GMT after transplantation was similar (p > 0.05) for the early
and late vaccination groups, respectively, as follows: 117.32
(81.52—168.83) vs. 87.43 (72.87-104.91) for influenza A/
(HINI)pdm, 120.45 (82.17—176.57) vs. 97.86 (81.34—117.44)
for influenza A/H3N2 and 14332 (103.46—198.53) vs. 14554
(122.35—174.24) (Table 2).

Immunologic response to vaccination was also analyzed
excluding patients with seroprotection at baseline. In these
patients, the seroconversion rates in the early and late vacci-
nation groups were, respectively, as follows: 61.1% and 71.6%
(p 0.048) for A/(HINI)pdm, 46.4% and 57.9% (p 0.18) for A/
H3N2 and 85.7% and 78.0% (p 0.26) for influenza B.

No differences were observed when we analyzed the im-
mune response according to  transplanted organ
(Supplementary Table 2).

In the early vaccination group of 130 SOTR, the seropro-

tection rate was similar among patients stratified according to the

Clinical Microbiclogy and Infection © 2015 European Society of Clinical Microbiclogy and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved, CMI, 21, 1040.211-1040.218
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TABLE |. Characteristics, comorbidities and background of solid organ transplant recipients receiving influenza vaccinations
between 2009 and 2013

Total Early group Late group RR (95% CIYp
Wariable (n = 798) (n = 130) (n = 668) coefficient (95% CI)
Cohort
2009-2010 284 (35.5) 14(107) 270 (40.4) 0.26 {0.16, 0.44)
2010-2011 95(11.9) 10 (7.6) 85 (12.7) 0.60 {032, 1.13)
2011-2012 88 (11.0) 24 (184) &4 (9.5) 1.92 (1.25, 2.96)
2012-2013 331 {414) 82 (63.0) 249 (37.2) 1.35 (148, 1.64)
Male sex 557 (69.8) 94 (723) 463 (69.3) 0.80 (065, 0.98)
Age (years), median (range) 56.0 (47.0-63.0) 540 (440-620) 56.0 (47.0-56.0) —0.001 {-0.003, 0.001)
Type of ransplant
Kidney 310 (38.8) 45 (34.6) 265 (39.7) 1.4 (112, 1.73)
Liver 333 (41.7) 77 (59.2) 256 (38.3) 1.54 (1.30, 1.83)
Heart 155 (19.4) 8 (62) 147 (22.0) 0.19 (0.09, 0.38)
Immunasuppressive therapy
Tacrolimus 559 (70.1) 113 (86.9) 446 (66.8) 2.08 (189, 2.29)
Mycophenolate mofetil 605 (75.8) 101 (77.6) 504 (75.6) 1.06 (0.95, 1.17)
Cyclosparine 159 (19.9) 10 (7.7) 149 (22.3) 0.34 (0.18, 0.63)
mTOR inhibitors 106 (13.3) 7(54) 99 (14.8) 0.36 (0.17, 0.76)
Antibady induction &3 (7.8) 37 (29.1) 26 (3.9) 7.31 (459, 11.6)
Comorbidity
Chronic liver disease 91 (11.4) 10(7.7) 81 (12.1) 0.63 (033, 1.19)
Diabetes mellitus 196 (24.5) 22(169) 176 (26.3) 0.64 (043, 0.95)
Chronic heart disease 162 (20.3) 27 (208) 135 (20.2) 1.02 (0.71, 1.48)
Chronic kidney disease 150 (18.8) 14 (10.8) 136 (20.4) 0.52 {031, 0.88)
Hypogammaglobulinemia 131 (16.4) 35(292) 96 (16.5) 1.87 (1.33, 2.62)
Previous season influenza vaccination 539 (67.5) 83 (636) 456 (69.5) 0.93 (081, 1.07)
Caohert 2009-2010 166 (58.4) 5(357) 161 (59.6) 1.07 (0.72, 1.61)
Cohert 2010-2011 70 (73.6) 6 (60.0) 64 (75.3) 0.79 (047, 1.34)
Cohort 2011-2012 79 (89.7) 19 (79.2) 60 (93.8) 0.84 (068, 1.04)
Cohort 2012-2013 223 (67.3) 52 (642) 171 (72.2) 0.88 (0.74, 1.06)

Data are presented as n (%) unless otherwise indicated. Parameters were compared by multiple comparison chi-square test or linear regression.
Cl, confidence interval; RR, relative risk.

47.6% for influenza A/H3N2 and 42.8% for influenza B. These

parameters were not different from those vaccinated afterward.

months elapsed since transplantation (Supplementary Table 3).

Of them, 21 patients (16.1%) were vaccinated within the first 3

months after receiving the transplant, with postvaccination
seroprotection rates of 80.0% for influenza A/(HINI)pdm,
76.1% for influenza A/H3MN2 and 76.1% for influenza B, and with
seroconversion rates of 71.4% for influenza A/(HINI)pdm,

Time since transplantation to vaccination (early vs. late),
when controlled for other possible confounding factors, did not
contribute to explain the variability of the seroprotection after

vaccination or the GMT after vaccination for all virus types

TABLE 2. Antibody response against influenza A/(HINI)pdm, A/H3N2 and B virus according to time from transplant to

vaccination
RR (95% CI)/B

Wariable Early group Late group p coefficient (95% CI)
Baseline seroprotection rate, n (%)

A{HINT)pdm 60 (462) 226 (33.8) 0.007 1.36 (1.10, 1.68)

ATHIN2 51 (447) 166 (44.5) 0.947 1.15 (0.89, 1.47)

B 78 (684) 182 (52.0) 0.002 1.53 (1.27, 1.83)
Postvaccine seroprotection rate, n (%)

A{HINT)pdm 95 (73.1) 507 (76.5) 0.494 0.96 (0.86, 1.07)

ATH3N2 77 (67.5) 277 (74.1) 0.172 0.99 (0.84, 1.16)

B 96 (B4.2) 299 (85.2) 0800 1.14 (L.OI, 1.29)
Seroconversion rate, n (%)

ANHINI)pdm 68 (52.3) 379 (56.7) 0352 0.92 (0.77, 1.10)

ATH3N2 53 (46.5) 175 {46.9) 0936 1.13 (0.89.1.44)

B 45 (39.5) 179 (51.1) 0030 0.89 (0.69, 1.16)
GMT (95% CI)

AHINI)pdm

Baseline 3259 (23.59, 45.03) 31.93 (2633, 38.73) 0.000 0.02 (0.01, 0.04)

After vaccination 117.32 (81.52, 168.83) 87.43 (7287, 104.91) 0287 0.008 (—0.007, 0.02)
AJH3N2 (95% CI)

Baseline 3459 (24.01, 49.82) 27.33 (2292, 32.59) 0.109 0.01 (-0.004, 0.03)

After vaccination 12045 (8217, 176.57) 97.86 (B1.34, 117.44) 0.140 0.01 (-0.005, 0.030)
B (95% CI

{Baseline) 54.19 (40.62, 72.28) 34.94 (29.54, 39.80) 0002 0.03 (0.01, 0.08)

After vaccination 143.32 (103.46, 198.53) 145.54 (122.35, 174.24) 0741 0.004 (—0.01, 0.02)
GMR (95% ClI)

Af{HINT)pdm 359 (247, 5.23) 2.73 (223, 3.35) 0051 —0.01 (—0.02, 0.00)

ATH3N2 3.48 (2.50, 4.84) 3.58 (2.90, 4.14) 0921 -0.001 {(-0.02, 0.01)

B 264 (1.82, 3.83) 4.16 (339, 5.10) 0039 —0.02 (—0.04, -0.001)

Parameters were compared by multiple comparison chi-square test or linear regression.
Cl, confidence interval; GMT, geometric mean titre; GMR, geometric mean ratio; RR, relative risk.
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studied in mixed-effects regression models (Tables 3-5). The
presence of baseline antibody titres was associated with higher
rates of seroprotection for all three types of influenza viruses:
79.8% vs. 71.6% for influenza A/(HIN1)pdm (p 0.01), 79.9% vs.
55.2% for influenza A/lH3N2 (p < 0.001) and 89.3% vs. 67.7%
for influenza B (p < 0.001), as well as higher posttransplant
GMT: 134.03 vs. 83.71 for influenza A/(HINI)pdm (p < 0.001),
126.03 vs. 53.65 for influenza A/H3N2 (p < 0.001) and 164.37
vs. 99.34 for influenza B (p 0.002; Tables 3-5).

Kidney transplant recipients had lower seroprotection rates
compared to liver transplant recipients to influenza A/(HINI)
pdm (odds ratio (OR) 0.60, 95% CI 0.38, 0.94) and influenza A/
H3N2 (OR 0.34 95% Cl 0.19, 0.62). Patients with heart
transplants had a lower seroprotection rate for influenza A/
H3MN2 (OR 0.37 95% Cl 0.17, 0.79) and influenza B (OR 0.28
95% CI 0.11, 0.68) compared to liver transplant recipients
(Tables 3-5).

Clinical failure to influenza vaccine

Nine patients (1.1%) were diagnosed with influenza disease a
median of 35 days after vaccination (range 8-73 days), and 5
(55%) were admitted to hospital. Eight patients were in the late
vaccination group (88.8%) and one in the early vaccination
group (p 0.1). All patients had mild symptoms, and none
developed graft rejection, died or required intensive care

(Supplementary Table 4).

Vaccination safety

One kidney recipient vaccinated 118 months after trans-
plantation (influenza season 2012—2013) was diagnosed with
chronic graft rejection 83 days after receipt of the transplant.
The decrease in creatinine clearance started before vaccination

and was chronologically related to the onset of rifampicin
therapy administered to treat miliary tuberculosis.
No other adverse events were detected in patients in the

early or late vaccination groups.

Discussion

The present study shows that influenza vaccination of SOTR is
safe and effective after the first month after transplantation,
with a rate of seroprotection and GMT similar to that obtained
in patients vaccinated after & months since transplantation.
The response to influenza vaccination in the transplant
population ranges from 15% to 90% [1,10,15—24]. Factors such
as lung transplant [18,25] and use of immunosuppressants
(mycophenolate mofetil or mTOR (mammalian target of rapa-
mycin) inhibitors) [1,6,16] have been related to decreased
antibody response. However, it remains unresolved whether
the strong immunosuppressive regimens provided in the first
months after transplantation affect the response to influenza
vaccine. While Lawal et al. [9] described that only | (14%) of 7
patients receiving the influenza vaccine within 4 months after
liver transplantation responded to vaccination, Birdwell et al.
[10] concluded that the protection achieved was similar be-
tween the 19 kidney transplant recipients who received the
vaccine less that 6 months after transplantation compared to
the 34 patients vaccinated more than & months after trans-
plantation. A recent randomized study, comparing intradermal
versus intramuscular influenza vaccination in a cohort of 212
SOTR, found an association in the univariate but not in the
multivariate analysis between receiving the vaccine before 6

months since transplantation with a poor vaccine response [6].

TABLE 3. Mixed-effects regression model of factors influencing postvaccine seroprotection and GMT response to influenza

A(HINI)pdm grouped by time since transplantation®

seroprotection

Postvaccine GMT*®

Variable OR (95% CI) P Bl coefficient (95% CI) p
Age (years) 0.99 (0.98, 1.01) 0.43 0.001 (—0.009, 0.012) 081
Male {yes vs. no) 0.99 (067, 1.46) 0.94 0.19 (-0.09, 0.47) 019
Type of ransplant

Liver Reference Reference

Kidney 0.60 {038, 0.94) 0.03 —0.43 (-0.74, 0.12) 0.006

Heart 0.76 (042, 1.38) 0.37 —0.37 (-0.76, 0.04) 0.07
Use of mTOR (yes vs. no) 1.37 (0.75, 2.51) 0.3l 0.05 {-0.35, 0.44) 0.82
Diabetes (yes vs. no) 111 {071, 1.73) 0.66 —0.07 (-0.39, 0.24) 0.64
Hypogammaglobulinemia (yes vs. no) 0.72 {046, 1.12) 0.5 —0.32 (—0.65, 0.01) 0.06
Chronic kidney disease (yes vs. no) 0.98 {062, 1.55) 0.95 0.02 (-0.31, 0.34) 091
Chronic liver disease (yes vs. no) 0.80 {044, 1.46) 047 —0.09 (-0.52, 0.33) 0.67
Previous season vaccine (yes vs. no) 0.98 {065, 1.48) 094 —0.10 (-0.39, 0.19) 0.51
Baseline antibody titre (yes vs. no) 1.68 (1.15, 2.45) ool 0.55 {0.29, 0.81) <0.001

Cl, confidence interval; GMT, geometric mean titre; mTOR, mammalian target of rapamycin; OR, odds ratio.
Group variable: time since transplant 2 to 6 months. Standard deviation: ®1.59 = 10-'" and © 2.73 = [0-'".
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TABLE 4. Mixed-effects regression model of factors influencing postvaccine seroprotection and GMT response to influenza

AJH3N2 grouped by time since transplantation®

Postvaccine seroprotection®”

Postvaccine GMT"

Variable OR (95% CI) p Bl coefficient (95% CI) p
Age 098 (0.96, 1) 0.08 -0.01 (-0.03, 0.004) 017
Male (yes vs. na) 121 {0.73, 2.01) 046 0.14 (-022, 0.5) 045
Type of transplant

Liver Reference Reference

Kidney 034 (0.19, 062) <0.001 -0.61 (=101, -021) 0.003

Heart 037 {0.17,079) 0.01 —0.59 (-1.15, —0.04) 0.04
Use of mTOR (yes vs. no) 148 (0.66, 3.34) 0.34 0.09 (-0.46, 0.64) 074
Diabetes (yes vs. no) 098 {0.55, 1.73) 0.95 -0.13 (-0.53, 0.27) 053
Hypogammaglobulinemia (yes vs. no) 092 (0.54, 1.58) 0.780 -0.22 (-0.63, 0.19) 0.294
Chronic kidney disease (yes vs. no) 144 (0.74, 28) 029 037 (0.1, 083) 012
Chronic liver disease (yes vs. no) 1.68 (0.74, 38) 021 0.53 {0.01, 1.05) 0.05
Previous season vaccine (yes vs. no) 124 (071, 2.15) 045 0.03 (-0.38, 0.44) 0.88
Baseline antibody titre (yes vs. no) 422 (256, 695) <0.001 0.97 (0.6, 1.34) <0.001

Cl, confidence interval; GMT, geometric mean titre; mTOR, mammalian target of rapamycin; OR, odds ratio.
*Group variable: time since transplant 2 to 6 months. Standard deviation: ®2.89 * 10-'" and “2.10 x 10-',

However, the number of patients vaccinated less than 6 months
from transplantation was not specified.

It is crucial to define the correct time for influenza vacci-
nation in transplant recipients. Thus, a delay in vaccination after
transplantation may lead to vulnerability of transplant recipients
to influenza infection, a period during which recipients are
especially susceptible to influenza-related complications. As
previously mentioned, little evidence is available regarding the
immunogenicity of influenza vaccination within the first months
after solid organ transplantation [2,4,5,9,10].

To our knowledge, the results presented here represent the
largest cohort of SOTR receiving influenza vaccination within
the first 6 months after receiving a transplant. We found that
receiving the vaccine within 6 months after transplantation was

not associated with a poor vaccine response when controlling

for other possible confounding variables. The same findings
were observed when only patients vaccinated during the first 3
months receiving a transplant were considered.
Nonseroprotected patients at baseline in the early post-
transplantation group had a seroconversion rate that did not
differ from those vaccinated thereafter. Previous results sug-
gested that having baseline seroprotection promoted signifi-
cantly higher GMT after vaccination compared to patients
without baseline titres [ 5]. Patients vaccinated within the first
6 months after transplantation had significantly higher baseline
titres for influenza A/(HINI)pdm and influenza B, probably as a
result of the remaining long-term influenza antibodies from the
previous year's influenza vaccination. This finding, which to our
knowledge has not been previously described, highlights the

importance of vaccinating patients on transplant waiting lists or

TABLE 5. Mixed-effects regression model of factors influencing postvaccine seroprotection and GMT response to influenza B

grouped by time since transplantation®

Postvaccine seroprotection”

Postvaccine GMT"

Variable OR (95% CI) p Bl coefficient (95% CI) p
Age 0.98 {096, 1.01) 02 -0.02 (—0.03, -0.01) 0.004
Male {yes vs. na) 0.95 (050, 1.79) 0.86 0.06 (—0.28, 0.40) 073
Type of transplant

Liver Reference Reference

Kidney 0.59 {028, 1.26) 018 -0.73 (- 1.10, -0.35) <0.001

Heart 0.28 {0.11, 0.68) 0005 —1.02 {—1.56, —0.48) <0.001
Use of mTOR (yes vs. no) 1.23 (047, 3.19) 0.67 0.1l (041, 063) 0.67
Diabetes (yes vs. no) 1.22 (057, 2.61) 06l 0.05 {(—0.33, 044) 079
Hypogammaglebulinemia (yes vs. no) 1.12 (053, 2.39) 076 —0.04 (—0.44, 0.36) 0.84
Chronie kidney disease (yes vs. no) 1.48 (D64, 3.41) 036 0.24 (—0.19, 067) 027
Chronic liver disease (yes vs. no) 1.22 (047, 3.13) 0.68 0.15 {(—0.34, 0.64) 0.54
Previous season vaccine {yes vs. no) 0.60 {027, 1.30) 0.2 —-0.06 (—0.43, 0.31) 0.75
Antibodies titre baseline (yes vs. no) 5.46 (282, 10.55) =0.001 0.61 (0.22, 0.99) 0.002

Cl, confidence interval; GMT, geometric mean titre; mTOR, mammalian target of rapamycin; OR, odds ratio.
*Group variable: time since transplant 2 to 6 months. Sandard deviation: "0.198 * 10-'" and %6.24 % 10-'".
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with end-organ disease to improve their immunogenicity
against influenza infection after transplantation.

The response to influenza vaccination had also been related
to the type of virus included in the formulation, showing lower
responses to influenza B [26] and responses that varied from
253% to 92.7% to different subtypes of influenza A virus
[16,26,27]. In the present study, although there were some mild
differences, overall, the response was similar within both co-
horts for the three influenza strains across different influenza
5easons.

A controversy concerning the risk of allograft rejection
triggered by the immune response against the influenza vaccine
has been raised in this population, with the rationale being that
while the immunosuppression may diminish the immunoge-
nicity of vaccination, influenza vaccination may stimulate a T cell
response leading to organ rejection, which might be especially
relevant in the early stages after receiving a transplant [28].
Previous studies involving SOTR receiving seasonal influenza
vaccine did not found this relationship [16,19,28]. In our
cohort, one patient (in the late vaccination group) experienced
graft rejection after influenza vaccination. However, this patient
had other possible causes of rejection, such as low immuno-
suppressive drug levels. In addition, episodes of acute allograft
rejection and permanent graft dysfunction have also been
related to seasonal and pandemic influenza virus infection
[5,29,30].

Some limitations of the study need to be mentioned. First,
some episodes of asymptomatic rejection might have not been
diagnosed because routine biopsies were not performed.
However, during patient follow-up, complications, including
clinical evidence of rejection, were not detected. Second,
asymptomatic influenza infection might have not been diag-
nosed. However, the extent to which these nonsymptomatic
episodes may be related to the administration of the vaccine it
is unknown. Third, although the number of patients who
received the vaccine during the first 3 months might seem
small, this is the largest reported series of patients vaccinated
within the first 3 months of transplantation. Fourth, because
only few patients received lymphocyte-depleting antibodies or
rituximab therapy, our results may not be applicable to patients
with this immunosuppression regimen. Finally, although the
number of heart recipients vaccinated in the early vaccination
group was small, influenza vaccine was safe for all patients, and
the rate of seroprotection was above 67% for all influenza
strains.

In summary, the results of the present study show that
influenza vaccination is as safe and immunogenic in patients
within the first 6 months after kidney and liver transplantation
as in those vaccinated after 6 months since transplantation.

Given the immunologic response, the lack of severe adverse

events and the high rate of complications of influenza infection
in the early posttransplantation period, administration of the
influenza vaccine can be recommended as soon as | month
after transplantation. In addition, compliance of pre-
transplantation annual seasonal influenza vaccination in patients
with end-organ disease should be pursued in order to promote
better influenza

immunologic  protection early after

transplantation.
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Supplementary Material and Methods

Microneutralization assay. Twofold serial dilutions of the inactivated human sera
(from 1:5 to 1:2560) were incubated for 2 h at 37° C with a multiplicity of infection
(MOI) of 0.25 of the influenza A/California/7/2009 (HIN1) virus, 0.3 MOI of
A/Perth/16/2009-H3N2 (H3N2 strain), 1.4 MOI of A/Victoria/361/2011-H3N2 (H3N2
strain), and 0.05 MOI of B/Brisbane/60/2008-like (B strain). Four wells with infected

cells were used as positive controls and only cells were used as negative controls.

One hundred microliters containing 1.5%x10° Madin—Darby canine kidney (MDCK)
cells/ml were added to each well of a 96-well dish and incubated for 24 h at 37°C.
Primary antibodies for influenza A nucleoprotein (Anti-influenza A nucleoprotein
Bioporto Bionova, Gentofte, Denmark) diluted 1:1500 or influenza B nucleoprotein
(Anti-influenza B nucleoprotein Bioporto from Bionova, Gentofte, Denmark) diluted
1/1000 were used, followed by a HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody diluted
1:1,000 (Sigma-Aldrich). One-hundred microliters of peroxidase substrate (3, 3°, 5, 5°-
Tetramethyl-benzidine substrate, supersensitive, for ELISA; Sigma-Aldrich) was added

to each well and absorbance was measured at 450 nm.
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Supplementary Table 1. Changes in seroprotection according to the time since transplantation.

Early group Late group
Baseline Post-vaccination P Baseline Post-vaccination P
seroprotection seroprotection seroprotection seroprotection
Influenza A/(HIN1)pdm-n (%) 60 (46.2) 95 (73.1) <0.001 326 (33.8) 507 (76.5) <0.001
Influenza A/ H3N2-n (%) 51(44.7) 77 (67.5) <0.001 166 (44.5) 277 (74.1) <0.001
Influenza B-n (%) 78 (68.4) 96 (84.2) <0.001 182 (52.0) 299 (85.1) <0.001

Parameters were statistically compared using a McNemmar model.
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Supplementary Table 2. Antibody response against influenza A/(HIN1)pdm, A/H3N2 and B virus according to the transplanted organ.

Liver Kidney Heart
Variable Early group Late group P Early group Late group P Early group Late group P
Baseline Seroprotection rate—n (%)
A/(HIN1)pdm 22 (48.9) 100 (37.7) 0.157 35 (45.5) 86 (33.6) 0.058 3(37.5) 401 (27.7) 0.525
A/H3N2 19 (46.3) 82 (50.6) 0.625 30 (45.5) 68 (44.4) 0.89 2 (28.6) 16 (27.1) 0.935
B 30(73.2) 83 (55.7) 0.044 44 (66.7) 85(57.4) 0.202 4(57.1) 14 (26.4) 0.095
Postvaccine seroprotection rate-n (%)
A/(HIN1)pdm 35(77.8) 217 (81.9) 0.513 55(71.4) 181 (70.7) 0.902 5(62.5) 109 (74.1) 0.467
A/H3N2 33 (80.5) 135 (83.3) 0.667 41 (52.1) 104 (68.0) 0.401 3(42.9) 38 (64.4) 0.266
B 35(85.4) 135 (92.0) 0.198 55 (83.3) 125 (84.5) 0.835 6 (85.7) 36 (67.9) 0.334
Seroconversion rate—n (%)
A/(HIN1)pdm 28 (62.2) 154 (58.1) 0.605 37 (48.1) 135 (52.7) 0.471 3(37.5) 90 (61.2) 0.182
A/H3N2 24 (58.5) 81 (50.0) 0.328 28 (42.2) 64 (42.1) 0.965 1(14.3) 30 (50.8) 0.067
B 35(85.4) 138 (92.0) 0.198 26 (39.4) 62 (41.9) 0.732 6 (85.7) 36 (67.9) 0.334
GMT (95% CI)
A/(HIN1)pdm
Baseline 36.7 (22.1,60.9) 40.6 (26.3,56.2) 0.086 31.9 (20.2,50.6) 30.1(22.8,39.7) 0.016 17.8(4.3,73.1) 19.2 (12.7,29.0)  0.930
Postvaccination  135.2 (110.0,166.5) 180.9 (107.6,304.5) 0.289 100.0 (61.5,162.7) 61.2(46.4,80.7) 0.374 50.39 (4.1,617.5) 58.4(2.3,73.1) 0.182
A/H3N2
Baseline 38.6(20.4,73.0) 36.7 (26.9,50.2) 0.745 32.7(20.5,52.3) 24.7(19.5,31.3) 0.163 28.3(2.5,319.2) 15.6(10.9,22.1) 0.183
Postvaccination 177.5(99.4,317.1) 137.7(103.0,184.1) 0.309 100.0 (59.4,168.2) 74.0(56.3,97.3) 0.213 56.59(3.5,920.0) 80.0(49.7,128.7) 0.937
B
Baseline 66.3 (40.2,108.7) 38.7 (29.9,50.0) 0.024 61.2 (34.9,74.9) 40.0 (30.7,52.1) 0.165 25.2(7.0,90.1) 18.2(12.4,26.9) 0.175

Postvaccination  239.3 (184.4,310.6) 239.3 (184.4,310.6) 0.695 131.5(85.8,201.5) 108.0(85.2,136.9) 0.429 44.9(10.9,184.2) 81.0(48.4,135.6) 0.895

GMT, geometric mean titer; GMR, geometric mean ratio. Parameters were compared by multiple comparison chi-square test, or linear regression.
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Supplementary Table 3. Antibody responses against influenza A/HIN1, A/H3N2 and B virus in solid organ transplant recipients vaccinated in

the first six months after transplant.

Month <3 Month 4 P
Variables n=21 n=14 Month 5 n=32 Month 6 n=63
Baseline seroprotection rate-n (%)
A/(HIN1)pdm 6 (28.5) 7 (50.0) 15 (46.8) 32 (50.7) 0.25
A/H3N2 11(52.3) 535.7) 16 (50.0) 19 (30.0) 0.29
B 11(52.3) 9(64.2) 22 (68.7) 36 (57.1) 0.70
Postvaccine seroprotection rate-n (%)
A/(HIN1)pdm 17 (80.0) 10 (71.1) 21 (65.6) 47(74.6) 0.80
A/H3N2 16 (76.1) 10 (71.1) 20 (62.5) 31 (49.2) 0.05
B 16 (76.1) 11 (78.5) 24 (75.0) 45(71.4) 0.44
Seroconversion rate-n (%)
A/(HIN1)pdm 15(71.4) 7 (50.0) 12 (37.5) 34 (53.9) 0.20
A/H3N2 10 (47.6) 6 (42.8) 16 (50.0) 21 (33.3) 0.60
B 9 (42.8) 535.7) 11 (34.3) 20 (31.7) 0.90

Parameters were statistically compared using a Kruscall-Wallis test, p < 0.05 was considered significantly different.
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Supplementary Table 4. Patients diagnosed of influenza infection after influenza vaccination.

Case Time from Typeof Influenza Days from Type of Seroprotection  Hospitalization Influenza  Outcome
transplant  organ season vaccination influenza at 5 weeks severity
(months) to influenza
disease
1 117.4 Kidney 2009-10 - A(HIN1)-pdm No No Mild Alive
2 72.5 Kidney 2009-10 8 A(HINT1)-pdm No Yes Mild Alive
3 85.2 Kidney  2009-10 13 A(HINT1)-pdm No Yes Mild Alive
4 20.8 Kidney  2009-10 35 A(HINT1)-pdm No Yes Mild Alive
5 8.2 Kidney 2010-11 35 A(HIN1)-pdm Yes No Mild Alive
6 39.7 Heart 2010-11 73 A(HIN1)-pdm Yes No Mild Alive
7 43.2 Liver 2010-11 43 A(HIN1)-pdm No No Mild Alive
8 23 Kidney  2012-13 54 A(HINT1)-pdm No No Mild Alive
9 3 Kidney 2012-13 8 B Yes Yes Mild Alive

81






Resultados

CMI - L ESCMID

Influenza Vaccination Does not Induce Donor-Specific Anti-
HLA Antibodies or Rejection in Solid Organ Transplant

Recipients

Journal: | Clinical Microbiology and Infection ‘
: Manuscript ID | Draft ‘
II Article Type: | Original Article ‘
" Date Submitted by the Author: | n/a ‘

Complete List of Authors:

Cordero, Elisa; Hospital Universitario Virgen del Rocio, Infectious Diseases
Bulnes-Ramos, Angel; Instituto de Biomedicina de Sevilla/UNIVERSITY
HOSPITAL VIRGEN DEL ROCIO, Infectious Diseases

Aguilar-Guisado, Manuela; University Hospital Virgen del Rocio, Infectious
Diseases

Gonzalez-Escribano, M@ Francisca; Virgen del Rocio University Hospital,
IBIS/CSIC/SAS/University of Seville, Immunology Service

Olivas, Israel; Virgen del Rocio University Hospital,
IBIS/CSIC/SAS/University of Seville, Immunology Service
Torre-Cisneros, Julian; Hospital Universitario Reina Sofia, Seccion de
Enfermedades Infecciosas

Gavalda, Joan; Vall d'Hebron University Hospital , Infectious Diseases
Avydillo, Teresa; Instituto de Biomedicina de Sevilla/University Hospital
Virgen del Rocio, Infectious Diseases

Moreno, Maria Asuncion; Hospital Clinic, Infectious Diseases

Montejo, Miguel; Hospital Universitario de Cruces, Infectious Diseases
Service

Farinas, Maria Carmen; University Hospital Marqués de Valdecilla,
Infectious Diseases

Carratala, Jordi; Hospital Universitari de Bellvitge-IDIBELL, Uniersity of
Barcelona, Division of Infectious Diseases

Mufioz, patricia; Hospital General Gregorio Marafion, Clinical Microbiology
and Infectious Diseases

Blanes, M; University Hospital La Fe, Infectious Diseases

Fortun, Jesus; Ramon y Cajal Hospital, Infectious Diseases
Suarez-Benjumea, Alejandro; University Hospital Virgen Macarena,
Infectious Diseases

Lopez-Medrano, Francisco; University Hospital 12 de Octubre, Infectious
DIseases Unit

Barranco, JL; Reina Sofia University Hospital-Maimonides Institute for
Biomedical Research , Infectious Diseases

Peghin, Maddalena; Hospital Universitari de Bellvitge, Infectious Diseases
Roca, Cristina; Hospital Universitario Virgen del Rocio, Infectious Diseases
Lara, Rosario; Hospital Universitario Reina Sofia, Seccion de Enfermedades
Infecciosas

PEREZ-ROMERO, PILAR; Instituto de Biomedicina de Sevilla/UNIVERSITY

83




WO s WN =

Resultados

84

HOSPITAL VIRGEN DEL ROCIO, INFECTIOUS DISEASES

Key Words:

cytomegalovirus, anti-HLA antibodies, donor specific antibodies, organ
rejection, influenza vaccination

Abstract:

The aim of this study was to determine whether influenza vaccination
induces donor specific anti-HLA antibodies (DSA) and graft rejection in
solid organ transplant recipients (SOTR). We included 490 SOTR receiving
influenza vaccine from 2009-2013: 110 (22.4%) received the pandemic
adjuvanted influenza vaccine, 59 (12%) vaccinated within the first six
months post-transplantation, 136 (27.7%) received two doses and 185
(37.7%) one dose of seasonal non adjuvanted vaccine more than six
months after transplantation. Patients with pre-existing antibodies (15.7%
for anti-HLA class I and 15.9% for class II) did not have an increase in
reactivity after immunization. Overall, no statistical differences were found
in the percentages of patients that developed positive levels of anti-HLA
antibodies after immunization using the adjuvanted vaccine, including
those receiving the vaccine within the first six months post-transplantation,
and no differences were observed based on the type of organ transplanted.
However, the percentage of patients positive for anti-HLA class I increased
significantly 5 weeks after the second dose compared with 5 weeks after
the first dose, 5 (3.8%) vs.18 (14.8%; P=0.003). A group of 75 (14.4%)
patients developed de novo anti-HLA antibodies however, only five
(1.02%) were DSA, and none experience allograft rejection. Our results
suggest that influenza vaccination is not associated with graft rejection in
this cohort of SOTR.
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Abstract

The aim of this study was to determine whether influenza vaccination induces
donor specific anti-HLA antibodies (DSA) and graft rejection in solid organ transplant
recipients (SOTR). We included 490 SOTR receiving influenza vaccine from 2009-
2013: 110 (22.4%) received the pandemic adjuvanted influenza vaccine, 59 (12%)
vaccinated within the first six months post-transplantation, 136 (27.7%) received two
doses and 185 (37.7%) one dose of seasonal non adjuvanted vaccine more than six
months after transplantation. Patients with pre-existing antibodies (15.7% for anti-HLA
class T and 15.9% for class II) did not have an increase in reactivity after immunization.
Overall, no statistical differences were found in the percentages of patients that
developed positive levels of anti-HLA antibodies after immunization using the
adjuvanted vaccine, including those receiving the vaccine within the first six months
post-transplantation, and no differences were observed based on the type of organ
transplanted. However, the percentage of patients positive for anti-HLA class 1
increased significantly 5 weeks after the second dose compared with 5 weeks after the
first dose, 5 (3.8%) vs.18 (14.8%; P=0.003). A group of 75 (14.4%) patients developed
de novo anti-HLA antibodies however, only 5 (1.02%) were DSA, and none
experienced allograft rejection. Our results suggest that influenza vaccination is not

associated with graft rejection in this cohort of SOTR.
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Introduction

Solid organ transplant recipients (SOTR) are at greater risk for complications and
mortality from influenza than those in the general population due to their permanent
immunocompromised status [1]. Annual influenza vaccination is the most efficacious
method for reducing the incidence of complications from influenza [2-7]. Most studies
in SOTR have shown an optimal antibody response to influenza vaccination [8-12],
although with lower titers than those for the general population [13]. However, there is
still a percentage of patients ranging from 1 to 47% that does not respond adequately to
influenza vaccine immunization, with an insufficient antibody response to vaccination
or the development influenza after vaccination [1, 13, 14]. Different strategies can be
used to increase vaccination efficacy, such as adding an adjuvant to the composition of
the vaccine that was implemented in the 2009 pandemic vaccine. Administration of the
pandemic vaccine was safe and stimulated a protective immune response that has been
widely demonstrated in healthy individuals and SOTR [15, 16]. In addition, detectable
antibody titers at vaccination had been shown to improve response to vaccination in
SOTR recipients [15, 17], supporting the administration of a booster dose. A recent
study of 60 kidney transplant recipients randomized to receive one dose of the
adjuvanted vs. non adjuvanted trivalent influenza vaccine found similar rates of
seroprotection for the three influenza strains [18]. Despite the beneficial effect of
influenza vaccination in SOTR, the safety of influenza vaccination in transplant patients
has been questioned [7, 19-21] due to concerns of vaccine induced alloreactivity leading
to increased antibodies directed against donor human leukocyte antigen (HLA) [22].
Results available come from small studies. A cohort study of 60 cases and controls
described an increase in rejection rate after administering the influenza A(HINI)pdm

vaccine [23]. A study by Katerinis ef al. in 2011 in a cohort of 151 transplant recipients
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demonstrated the novo synthesis of donor derived anti-HLA antibodies after influenza
AMHINDpdm vaccination. In this study, 17.3% and 11.9% SOTR receiving the
influenza vaccine 6 weeks and 6 months after transplantation, respectively, developed
anti-HLA antibodies [24]. However, more recent studies found no relationship between
influenza immunization and cellular and humoral rejection, and hypothesized that the
results obtained by Katerinis et al. may be related to the use of an adjuvant in the
vaccine composition [25, 26]. In a separate study, Kumar ef al. compared intramuscular
vs. intradermal vaccination in a cohort of 212 transplant recipients and found donor
specific anti-HLA antibodies in only one patient [27]. Similar results were obtained by

Vermeiren ef al. in a cohort of 169 vaccinated SOTR [22].

Another controversial aspect regarding influenza vaccination in SOTR is the optimal
time after transplantation when the vaccine should be administered. Currently,
vaccination is recommended after 3 to 6 months post-transplantation [2]. Our group has
recently demonstrated that administering the influenza vaccine one month post-
transplantation is safe and efficacious [17], with no rejection episodes however, we did

not address de novo synthesis of donor specific anti-HLA antibodies (DSA).

Based on these results, large cohort studies are necessary in order to clarify the
relationship between influenza immunization and allograft rejection in SOTR. Thus, the
aim of this study was to determine whether influenza vaccination induces the

production of DSA, and characterize its impact on the graft function in SOTR.
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Materials and Methods

Patient inclusion. We performed a multicenter, prospective, longitudinal study of
consecutive SOTR receiving the influenza vaccine during four consecutive influenza
seasons: 2009/2010, 2010/2011, 2011/2012 and 2012/2013. Patients were included from
12 Spanish hospitals: Virgen del Rocio University Hospital, Seville; Reina Soffa
University Hospital, Cérdoba; 12 de Octubre University Hospital, Madrid: Gregorio
Maraiién General University Hospital, Madrid; Ramén y Cajal University Hospital,
Madrid; Vall d’Hebron Hospital, Barcelona; Bellvitge University Hospital, Barcelona;
Barcelona Clinic Hospital, Barcelona; Cruces University Hospital, San Vicente de
Barakaldo; La Fe University Hospital, Valencia; Virgen Macarena University Hospital,
Seville; and Marqués de Valdecillas University Hospital, Santander, all of which
participare in the Spanish Network for the Research in Infectious Diseases (REIPI).
Patients were excluded if they were less than 16 years old, had received the transplant
less than 1 month ago, had allergies to any of the vaccine components, developed acute
rejection 15 days before vaccination or were pregnant. In patients vaccinated from 2009
to 2012, serum samples were collected from each patient at vaccination (baseline) and 5
weeks later. Patients from the 2012-2013 season came from the TRANSGRIPE clinical
trial [28] that randomly received either one or two doses of the vaccine five weeks apart.
For both arms, serum was additionally collected at 10 weeks and 1 year after
vaccination and stored at —80°C for further analysis. Patients with documented influenza
were followed-up for 10 months to collect and record possible adverse events after

receiving the vaccine.

Clinical parameters and definitions. Baseline characteristics, immunological and
clinical response and adverse effects, including graft rejection and mortality, were

recorded. Follow-up clinical parameters were collected using a standardized
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questionnaire. Graft rejection was confirmed histologically if biochemical or functional
abnormalities were detected. Vaccinated patients included all individuals who had
received the seasonal influenza vaccine in the previous year or any vaccine in the

previous month. Rejection was defined using the Banff criteria [29].

Vaccines. Patients from the 2009-2010 season received the 2009 (HINI1)pdm
monovalent MF59-adjuvanted vaccine containing the strain: A/California/7/2009-HIN1
(Focetria, Novartis, Siena, Italy). Patients from the 2010-2011 and 2011-2012 seasons
received the trivalent non-adjuvanted inactivated vaccine (Gripavac, Sanofi-Pasteur
MSD, Madrid, Spain) containing the strains:  A/California/7/2009-H1N1,
A/Perth/16/2009-H3N2, and B/Brisbane/60/2008. Patients from the 2012-2013 season
received one or two doses of the trivalent non-adjuvanted inactivated vaccine
(Mutagrip, Sanofi-Pasteur MSD) with the strains: A/California/7/2009-HINTI,
A/Victoria/361/201 1-H3N2, and B/Wisconsin/1/2010. Adverse events were assessed

according to established criteria [30].

HLA determination. The screening of anti-HLA antibodies in serum was determined
using class I and class IT antibody-coated latex beads (FlowPRA™ Screening Test, One
Lambda, Inc., Canoga Park, CA) by flow cytometry according to the manufacturer’s
instructions. The test was considered positive when reactivity for either class T or 1T

antigen was higher than 10%.

Assignation of anti-HLA specificities. To determinate the specificity of the HLA
antibodies, single-antigen bead flow cytometry (SAFC) assays were performed in those
sera in which anti-HLA class T and/or class IT antibodies were detected in the screening
(Lifecodes LSA™ class I, LSAL, andfor class II, LSA2, Tepnel). Phycoerythrin-

conjugated goat anti-human IgG antibody was used as a secondary antibody. Samples
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were analyzed on a Life Match fluoroanalyzer using Luminex 100 IS v 2.3 as software
for data acquisition and Quicktype for Lifematch as analysis software. Positive and
negative control sera and beads were included in each test. For validation, all controls
must meet the manufacturer's specifications. To determine if an individual bead is
recognized by a serum sample, only the MFI raw value was considered. A sample was
considered to be positive to a specific bead when the Median Fluorescent Intensity

(MFI) raw value for this bead was greater than 1500.

Assignation of DSA (virtual crossmatches): Donor HLA typing. Samples of all
deceased donors were routinely typed before recipient selection in loci HLA-A*, B*
and DRBI1* using the polymerase chain reaction (PCR)-specific sequence primers
(SSPs) system (AllSetTM Gold HLA-A, HLA-B and HLA-DR Low Resolution SSP
kits; Invitrogen Ltd, Paisley, UK). If antibodies against HLA-C, DQ or DP were

detected by SAFC in a pre-transplant patient serum, the donor HLA genotype was
performed in the corresponding locus using a PCR-SSP system (AllSetTM Gold HLA-C

and HLA-DQ Low Resolution SSP kits and AllSetTM Gold HLA-DPBI High
resolution SSP kit; Invitrogen Ltd). High resolution typing was performed if it was
necessary to establish whether the anti-HLA antibodies were DSA (SSP Gold High
resolution kits; Invitrogen Ltd), determining whether SAFC anti-HLA antibodies
detected in a particular patient were DSA comparing with donor HLA typing.

Influenza virus microneutralization assays. Microneutralization assays were

performed as previously described [13, 17].

Statistical analysis. A descriptive statistical analysis was performed. Continuous
variables were expressed as median and interquartile ranges. Rates of positive patients

for anti-HLA class I and IT were compared using the McNemar or Chi square tests and
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the Bonferroni correction was applied when appropriate. The multivariate logistic
regression analysis of factors potentially associated with anti-HLA response included
significant variables in the bivariate analyses and those clinically relevant variables
(time from transplantation to influenza vaccination, type of transplant and the number of
doses of influenza vaccine administered). For immunogenicity analysis geometric mean
antibody titer and T-Student test were used. Results were analyzed by PASW Statistic

18.0.1 software. Statistical significance was established as a p-value <0.05.
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Results

Patient cohort. A total of 490 SOTR were included in the study, 110 (22.4%) patients
vaccinated in 2009-2010 that received the 2009 (HIN1)pdm adjuvanted vaccine, 56
(11.4%}) in 2010-2011, 58 (11.8%) in 2011-2012 and 265 (54.0%) patients in 2012-
2013. Of the 266 patients from 2012-2013, 130 (48.8%) patients received one dose, and
136 (51.2%) patients two doses. Of the 490 SOTR, 59 (12%) were vaccinated within the
first six months post transplantation, and 431 (88%) after six months. Baseline
characteristics and clinical parameters of the cohort are described in Table 1. The
median age of the cohort was 56 years (IC range 46-63), patients with liver transplant
were the most numerous (31.6%), most patients (91%) had calcineurin inhibitors (69.4
tacrolimus and 21.6% cyclosporine) as immunosuppressive therapy and 74.7% on
mycophenolate mofetil and the most frequent comorbidity was diabetes mellitus
(27.1%). Most patients (73.4%) had received the influenza vaccine the previous season.
Anti-HLA alloantibody response screening. The anti-HLA antibody response was
screened for all 490 SOTR at baseline (before receiving the dose of vaccination) and 5
weeks after the last vaccination. Overall, 15.7% of patients were positive (>10%) for
anti-HLA class I antibodies at baseline vs. 13.4% at 5 weeks post vaccination (p=0.396;
Table 2). For anti-HLA class IT antibodies, 15.9 % were positives at baseline vs. 14.0%
at 5 weeks after vaccination (P=0.360; Table 3 and Figure 1A).

None of the patients with preexisting antibodies had an increase in reactivity after the
immunization. Of the 77 (15.7%) patients that were positive for anti-HLA class 1
antibodies at baseline, the reactivity level of the samples collected after the
immunization decreased significantly at 5 weeks (54.29% vs. 22.88%, P<0.010), at 10
weeks (54.29% vs. 21.24%, P=0.034) and one year (54.29% vs.8.84%, P=0.002); while

of the 78 (15.9%) patients that were positive for anti-HLA class IT antibodies at baseline
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no differences were observed at 5 weeks (53.7% vs. 37.62%, p=0.238), at 10 weeks
(53.77% vs. 34.04%, p=0.400) and one year (53.71% vs. 32.45%, P=0.061) after

vaccination,

We analyzed each vaccination group to determine whether having an adjuvant in the
composition of the vaccine, administrating the vaccine within the first six months post-
transplantation, receiving two vaccination doses or the type of organ transplanted
influenced anti-HLA antibody production.

In the group of 110 patients who received an adjuvanted influenza vaccine, no
significant increment in the percentage of patients positive for anti-HLA class 1
(P=0.118) or for class II antibodies (P=0.054) was found at 5 weeks after vaccination
compared with baseline. When we compared patients that received the adjuvanted vs.
non-adjuvanted vaccine, no statistically significant differences were found in the
percentages of patients positive for anti-HLA class I at baseline (15.4% vs. 15.7%,
P=0.932) or five weeks after vaccination (19.0% vs. 45 11.8%, P=0.056; Table 2 and
Figure 1B). Similar results were found for anti-HLA class II antibodies, at baseline
(14.5% vs. 16.3%, P=0.655) and 5 weeks after vaccination (17.3% vs. 13.4%, P=0.303;
Table 3).

In the group of 59 patients vaccinated within the first six months after transplantation,
no significant increase in the number of patients positive for anti-HLA class I (P=
0.414) and anti-HLA class II antibodies (P= 0.500) was found after vaccination. When
we compared patients receiving the influenza vaccine within the first six months vs.
after six months post-transplantation, no significant differences were found on anti-
HLA class I at baseline (15.2% vs. 15.7%, P=0.918) and 5 weeks after vaccination

(10.1% vs. 13.8%, P=0.550; Table 2 and Figure 1C), and anti-HLA class II antibodies
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at baseline (15.3% vs. 16.0%, P=0.882) and 5 weeks post-vaccination (11.8% vs. 14.6%,
P=0.485; Table 3).

We also analyzed patients that randomly received one vs. two doses of the influenza
vaccine. In the group of 130 patients receiving two doses, no increase was found
compared with baseline in the percentage of patients that became positive for anti-HLA
clags I antibodies at 5 weeks (4.6% vs. 3.8%, P=0.990) or at 1 year (4.6% vs. 3.8%,
P=0.688), while a significant increase was found at 5 weeks after the second dose (4.6%
vs. 14.6%, P=0.003; Table 2 and Figure 1D). For anti-HLA class II antibodies no
differences were found at 5 weeks, 10 weeks or 1 year after the first dose (10% vs. 6.9%
P=0.990, 10% vs. 13.0% P=0.688, 10% vs. 6.9% P=0.727, respectively, Table 3). In the
group of 136 patients receiving one dose of the vaccine no differences were found
compared to baseline in the percentage of patients that became positive neither for anti-
HLA class I, at 5 weeks (8.0% vs. 10.2% P=0.454), 10 weeks (8.0% vs. 12.5%,
P=0.125) and 1 year (8.0% vs. 2.9%, P=0.344) post-vaccination (Table 2) or class IT
antibodies (6.6% vs. 9.5% P=0.344, 6.6% vs. 8.0%, P=0.125, and 6.6% vs. 7.3%
P=0.219, respectively; Table 3).

When evaluating the production of anti HLA antibodies according to the transplanted
organ, no differences were found in the number of positive patients for either anti HLA-
class T or IT at 5 weeks, 10 weeks or 1 year post-vaccination compared with baseline
(Tables 2 and 3; Figure 1 E-F), with the exception in the group receiving a liver
transplant, where a significant decrease in the percentage of patients positive for anti-
HLA class T at 10 weeks after vaccination compared with baseline was observed (16.1%
vs. 11.5%, P=0.043).

Anti-HLA alloantibody positive response. A group of 75 (15.3%) patients developed

de novo anti-HLA antibodies (were negative, had less than 10% reactivity at baseline,
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and became positive for anti-HLA antibodies) after immunization: 52 patients (69.3%)
at 5 weeks, 19 (25.3%) at 10 weeks and 4 (5.3%) one year. Of them, 41 patients became
positive for anti-HLA class I antibodies after vaccination: 11 (26.8%) had received the
influenza A/(HIN1)pdm adjuvanted vaccine, 2 (4.8%) were vaccinated within the first
six months after transplantation, 17 (41.4%) received one dose more than six months
post-transplantation and 11 (26.8%) received two doses. By type of organ: 16 (39.0%)
were liver recipients, 8 (19.5%), kidney, 5 (12.1%) heart, 10 (24.3%) lung and 2 (4.8%)
received a combined transplant.

A group of 25 patients became positive for anti-HLA class II after vaccination: 4
(16.0%) received the pandemic adjuvanted vaccine, 12 (48.0%) received one dose more
than six months after transplantation and 9 (36.0%) received two doses. Analyzed by
type of organ: 17 (68.0%) patients were liver recipients, 2 (8.0%) kidney recipients, 3
(12.0%) heart recipients, and 3 (12.0%) lung recipients. A group of 9 patients became
positive for both anti-HLA class I and II antibodies after vaccination: 2 (22.2%)
received the pandemic adjuvanted vaccine, 5 (55.5%) two doses and 2 (22.2%) were
vaccinated within the first six months post-transplantation; and of them 7 (77.7 %)
received a liver transplant, one (11.1%) kidney and one (11.1%) heart.

Changes in the MFI were analyzed in the group of 75 patients that developed de novo
anti-HLA antibodies after immunization. No significant differences in the levels of MFI
were found compared with baseline at 5 weeks after vaccination for anti-HLA class [
(2477.78 vs. 2766.69, P=0.647) or class II antibodies (6621.84 vs. 5164.7, P=0.157); at
10 weeks after vaccination for anti-HLA class I (2477.78,vs. 12023.66, P=0.184) and
class I (6621.84 vs. 7919, P=0.277) antibodies and at one year after vaccination for

anti-HLA antibodies (9510.66 vs. 16609.50, p=0.378).



Lo~~~ =

Resultados

Correlation between neutralizing antibody levels and development of anti-HLA
antibodies. We analyzed whether the level of neutralizing antibodies correlated with
developing de novo anti-HLA antibodies. Patients that developed de noveo anti-HLA
class I antibodies did not have higher neutralizing antibody titers after vaccination
compared with patients that did not develop anti-HLA (class I or class IT) antibodies for
any of the influenza strains (Table 4).

Multivariate analysis. We performed a multivariate logistic regression analysis to
evaluate possible confounding factors involved in developing a positive anti-HLA
response (Table 5). Patients that were positive at baseline were at higher risk to remain
positive at 10 weeks after influenza vaccination for both anti-HLA class I (OR = 10.53
(2.07-48.77), p=0.004, and class II (237 (20.08-2341.47), p<0.010 respectively). In
addition, positive patients at baseline were at higher risk to remain positive for anti-
HLA class II antibodies one year after influenza vaccination (OR= 48.40 (10.20-229.54;
p<0.010). Time since transplantation, type of organ and the administration of two doses
of vaccine were not associated with anti-HLA antibody production.

Donor Specific Antibody Production. We next determined whether the anti-HLA
antibodies were donor specific. Only 5 (1.02 %) patients had DSA (Supplementary
Table 1). Two patients developed DSA within 10 weeks after vaccination. One patient,
that received a combined liver-kidney transplantation and one dose of the 2009
(HINI)pdm adjuvanted influenza vaccine 57 months after transplantation developed
DSA class I antibodies, subtype A*01:01, 02:02, which is not related to graft rejection
[31]. The second patient was a kidney recipient that received two doses of the non-
adjuvanted influenza vaccine 14 months after transplantation, and developed DSA class
IT antibodies 5 weeks after the second vaccination, subtype DRB1*01:03 and DRB3,

which had been associated with graft rejection [32]. However, DSA were also detected
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in the patient’s serum at baseline, and there was an increase of antibody levels after
vaccination. In both patients there was a decrease in the MFI levels and neither of them
developed organ rejection during follow-up.

The other three patients developed DSA 1 year after vaccination. A lung recipient that
received two doses of the influenza vaccine 52 months after transplantation and
developed DSA class I antibodies DR52. Another lung recipient that received one dose
of non-adjuvanted vaccine 49 months after transplantation developed DSA class II
antibodies DQ7 and DQ4. Finally, a kidney recipient that received one dose of the
vaccine 6 months after transplantation developed DSA class II antibodies DQ2 and
DQ9. None of them had graft rejection during the follow-up.

In one of the 75 patients DSA was not performed because genotyping of the donor was
not available.

Rejection episodes. Only two (0.4%) patients were diagnosed with graft rejection
during follow-up. None of them received the influenza vaccine within the first six
months after transplantation or the adjuvanted vaccine or developed DSA. A lung
recipient (12 months after transplantation) was diagnosed with acute graft rejection 10
days after receiving one dose of the trivalent influenza vaccine. A decreased of FEV,
had been detected before vaccination coinciding with infra-therapeutic levels of
tacrolimus. A heart recipient (6 months after transplantation) was diagnosed with acute
cellular graft rejection IIA 70 days after receiving two doses of non-adjuvanted
influenza vaccine. No other circumstances indicated the presence of acute rejection.

Both patients had favourable outcome after rejection.
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Discussion

This study was designed to explore the production of DSA after influenza vaccination
and its impact on graft function in SOTR. We analyzed whether the different strategies
used to improve vaccination response such as the time from transplant to vaccination,
the presence of an adjuvant in the composition of the vaccine and the number of doses
administered, stratifying by the type of organ transplanted, were related to the

production of DSA and rejection.

Some studies, including human and animal models, have shown that antigens derived
from influenza immunization may cross-react with alloantigens involved in graft
rejection, and have proposed a risk of vaccination to induce alloimmune response [25,
33]. However, in our cohort of 490 SOTR we found no correlation between developing
neutralizing antibodies against influenza viruses and de novo anti-HLA antibodies.
Importantly, influenza vaccination was not related with the production of de novo DSA
or with rejection, with no differences based on the type of transplant. Katerinis er al.
have previously shown that 11.9 % of patients developed de novo anti-HLA antibodies
after immunization in a cohort of 151 SOTR [24], and they hypothesized about the
possible role of the adjuvant in the composition of the vaccine in this response. Our
results, after analyzing 110 patients who received one dose of the adjuvanted influenza
vaccine suggest that the vaccine composition has little or no influence on alloimmune

response and graft rejection.

Some studies and expert opinions suggest that influenza immunization in SOTR early
after transplantation (1-6 months) may be associated with lower vaccine efficiency and
increased risk for graft rejection [34, 35]. In a study published recently by our group, we

found a similar response to influenza vaccination in patients vaccinated before or after
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six months post transplantation [17]. Thus, in the present study we found no relationship
between the timing of influenza vaccination after transplantation and the production of
DSA. Thus, our results support the idea that early influenza vaccination within the first

6 months post-transplantation is not related with graft rejection.

We have previously shown that patients with detectable antibody levels before influenza
vaccination had an improved antibody response to vaccination, and concluded that the
administration of a booster dose of influenza vaccine to SOTR may improve the
humoral response in those patients [17, 28]. In this study, we found that although
patients that received a second dose developed more anti-HLA class T antibodies,
although these antibodies were not DSA. Thus, we demonstrate that receiving a booster
dose had no effect on DSA production (only 0.4% of cases), or graft rejection. In

addition, we found no differences in patients receiving one versus two doses.

The HLA system is highly polymorphic, and has numerous subtypes, and only Class 1T
antibodies have been related with graft rejection [36]. In our study, only four patient
(0.2%) had increased DSA class II levels after influenza vaccination however, in one
case that received two doses of the vaccine, DSA were also detected before vaccination,
although at lower levels, and the patient did not develop graft rejection during the
follow-up. The other three (0.6%) patients had increased DSA class II levels at one year
after vaccination with no graft rejection. These results suggest that influenza vaccination
after transplantation does not induce an alloimmune response related with graft

rejection.

The safety of influenza vaccine in transplant patients has been questioned due to
concerns of vaccine inducing alloreactive memory responses. Our results suggest that

having anti-HLA antibodies at baseline does not predispose for an increase in anti-HLA
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antibodies after vaccination, in fact we observed a decrease in reactivity in this group of
patients. However, patients with pre-existing levels of anti-HLA antibodies had more
risk to remain positive after vaccination, although none of the patients had an increase
in reactivity after immunization. Additionally, in our cohort, patients who received two
doses of the adjuvanted vaccine were more prone to develop de nove anti-HLA
antibodies. Some authors have proposed that to reach a critical threshold that promotes
rejection it is necessary to generate a sufficient number of alloreactive memory T cells
that may be related with the number of stimulations [33], which may explain the results
observed in patients receiving two doses of the vaccine. Additionally, the fact that
patients receiving the vaccine within six months after transplantation had less
alloreactive response may be related to higher levels of immunosupresant drugs during

this period.

Of the two (0.4%) patients that were diagnosed with graft rejection in this cohort, one of
them experienced decreased lung function before influenza vaccination, and in the
second no other concomitant circumstances apart from vaccination justified the graft
rejection. However, none of the patients developed de novo DSA after influenza
vaccination suggesting that rejection episodes were not related with influenza

immunization.

In summary, our results suggest that influenza vaccination may not be associated with
graft rejection in SOTR. In addition, strategies to improve the immune response after
vaccination such as earlier vaccination after transplantation, the use of an adjuvant in
the composition of the vaccine, or the use of a booster dose may not increase rates of

rejection.
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Figure 1. Percentage of patients that were positive for anti-HLA class I or II antibodies:
A) before and after influenza vaccination; B) comparing patients receiving the
adjuvanted or non-adjuvanted vaccine at the indicated time of receiving the influenza
vaccine immunization; C) comparing patients that received the influenza vaccine within
the first 6 months (<6 months) or after 6 months (>6 months) post-transplantation; D)
comparing patients receiving one or two doses of the influenza vaccine; E) comparing
patients based on the organ type for anti-HLA class I antibodies; F) comparing patients
based on the organ type for anti-HLA class II antibodies. Notes: Baseline refers to the
time of administration of the first dose of influenza vaccine, 5 weeks refers to 5 weeks
after the first dose, 10 weeks: refers to 5 weeks after the second dose and one year refers

to one year after immunization.* P< .03, statistically significant difference.
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Table 1. Patient baseline characteristics and comorbidities.

Variables Total Adjuvanted vaccine <6 months One dose Two doses
n= 490 n=110 n=59 n=130 n=136
Male-n (%) 315 (64.3) 66 (60.0) 12 (20.3) 85 (65.4) 101 (74.3)
Age (median, IQR) 56.0 (46- 63) 53.5(44.0 - 61.0) 46.5 (43.0-57.2) | 55.5(46.8-63.4) | 57(47.2-62.0)
Type of transplant
Kidney- n(%) 143 (29.2) 30(27.3) 23 (39.0) 31(23.8) 33 (24.3)
Liver-n(%) 155 (31.6) 31(28.2) 25 (42.4) 32 (24.6) 37 (27.2)
Heart-n(%) 95 (19.4) 31(28.2) 7(11.9) 26 (20.6) 29 (21.3)
Lung -n(%) 92 (18.8) 17 (15.5) 3(5.1) 38(29.6) 37(27.2)
Combined-n(%) 5(1.0) 1(0.9) 1(L.7) 3(2.3) 0 (0)
Immunosup pressive therapy
Tacrolimus- n(%)
340 (69.4) 53 (48.2) 50 (84.7) 108 (83.1) 97 (71.3)
Mycophenolate mofetil-n(%) 366 (74.7) 80(72.7) 44 (74.6) 92 (70.8) 97 (71.3)
Cyclosporine- n(%)
106 (21.6) 46 (41.8) 5 (8.5) 18(13.8) 22 (16.2)
mTOR inhibitors -n(%) 65 (13.3) 22 (20.0) 2(34) 14 (10.8) 16 (11.8)
Comorbidites- n (%)
Chronic liver disease- n(%) 47 (9.6) 4(3.6) 12 (20.3) 18(13.8) 16 (11.8)
Diabetes mellitus- n(%0)
133 (72.9) 27 (24.5) 12 (20.3) 46 (35.4) 33 (24.3)
Chronic heart disease- n(%0)
99 (20,2) 25 (22.7) 7 (11.9) 30(23.1) 33 (24.3)
Chronic kidney disease -n(%)
68 (8,8) 22 (20.0) 8(13.6) 7(5.4) 7(5.1)
Hypogammaglobulinemia -n(%0)
20(4.1) 3(2.7 8(13.6) 22(16.9) 17 (12.5)
Previous season influenza vaccination- n(%) 360 (73.4) 77 (70.0) 42 (71.2) 95(73.1) 88 (64.7)

Data are presented as n (%0) unless otherwise indicated. IQR, interquartile range.
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Table 2. Percentage of patients that were positive for anti-HL A class I and IT antibodies for each of the indicated vaccination strategies.

% HLA Class L

Baseline 5 weexs Post- P 10 weeks Post- P 1 Year Post- P
vaccination vaccination vaccination
Total cohort n-(%) 77(15.7) 66(13.4) 0.396 36(13.5) 0.263 9 (4.9) 0.804
Vaccine comp osition n-(%)
Adjuvanted 17(15.4) 21(19.0) 0.118
Non-adjuvanted 60(15.7) 45 (11.8) 0.054
Time from Transplant to vaccination n-(%)
< 6 months 9(15.2) 7(10.1) 0.414
> 6 months 68(15.7) 59(13.6) 0.403
Number of vaccine doses n-(%)
One dose 11 (8.0) 14(10.2) 0.454 17(12.5) 0.125 4(2.9) 0.344
Two doses 6 (4.6) 5(3.8) 0.99 19 (14.6) 0.003 5(3.8) 0.688
Type of transplant n-(%)
Kidney 35(24.5) 31(24.4) 0.999 11(17.1) 0.980 5(7.8) 0.727
Liver 25(16.1) 16(11.1) 0.064 8 (11.5) 0.043 1(L4) 0.999
Heart 11(11.6) 11(12.9) 0.999 7(12.7) 0.250 1(L8) 0.999
Lung 5(5.4) 5(5.9) 0.999 9 (12.0) 0.109 1(L3) 0.999
Combined (liver-kidney) 1(20.0) 3 (60.0) 0.500 1(33.3) 0.999 1(33.3) 0.999

Parameters were compared using Mc Nemar test or Chi-square test when procedure.
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Table 3. Percentage of patients that were positive for anti-HL. A class IT antibodies for each of the indicated vaccination strategies.

% HILA Class IT
5 weeks P ost- 3 10 weeks Post- 3 1 Year Post- 3
Baseline vaccination vaccination vaccination
Total cohort n-(%) 78 (15.9) 63 (14.0) 0.360 28 (10.8) 0.754 19(7.1) 0.180
Vaccine comp osition n-(%)
Adjuvanted 16 (14.5) 19 (17.3) 0.508
Non-adjuvanted 62 (16.3) 51 (13.4) 0.123
Time from Transplant to vaccination n-(%)
< 6 months 9(15.3) 7(1L8) 0.500
> 6 months 69 (16.0) 62 (14.6) 0.39
Number of vaccine dosesn-(%)
One dose 9 (6.6) 13 (9.5) 0.344 11 (8.0) 0.125 10(7.3) 0.219
Two doses 13 (10.0) 9 (6.9) 0.990 17 (13.0) 0.688 9 (6.9) 0.727
Type of transplant n-(%)
Kidney 31(21.7) 23 (18.1) 0.549 9 (14.0) 0.999 9 (14.0) 0.375
Liver 29 (18.7) 23 (15.9) 0.523 6 (8.6) 0.975 3(4.3) 0.625
Heart 12(12.6) 10 (11.7) 0.999 6 (10.9) 0.500 3(5.4) 0.495
Lung 4(4.3) 5(5.9) 0.999 6 (8.0) 0.999 3 (4.0) 0.999
Combined (liver-kidney) 2 (40.0) 2 (40.0) 0.999 1(33.3) 0.999 1(33.3) 0.999

Parameters were compared using Mc Nemar test or Chi-square test when appropriate.
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Table 4. Analysis of the relationship between the geometric mean titer (GMT) after vaccination for each of the indicated influenza virus strains

and developing anti-HL A class I and II antibodies after vaccination.

Positive for anti-HL.A Class I post-vaccination

Positive for anti-HLA Class IT p ost-vaccination

Positive for anti- HLA Class I and IT post-vaccination

GMT -post vaccination (IQR) Yes No P Yes No P Yes No P
AHIN1-pdm 76.13 88.24 40.0 90.18 69.44 88.82
(20.0-1280.0) (5.0-1280) 0.523 (8.40-160) (20-320) 0.675 (14.1 - 452.52) (20.0 - 1280.0) 0.446
A/H3N2 83.93 90.46 52.78 92.10 40.0 92.28
(33.63 - 1280.0 (20.0-640.0) 0.933 (5.0-2228.6) (20-640) 0.316 (14.14 - 160.0) (20.0 - 640.0) 0.282
Influenza B 195.04 146.76 226.27 146.57 320.0 147.97
(80.0-1280.0) (40.0 - 1280.0) 0.645 (80.0 - 1194.2) (40 - 1280) 0.183 (56.56 - 1810.1) (40.0 - 1280) 0.319

GMT : geometric mean titer. Parameters were compared using T-Student test.
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Table S. Regression model of factor influencing positive of anti-HL A class I and IL.

Variables % HLA Class I p ositives % HLA Class II positives
10 weeks after vaccination | 1 year after vaccination 10 weeks after vaccination 1 year after vaccination
OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P OR (95% CI) P
First six months from Transplant (yes vs. no) 1.17 (0.30-4.48) 0.812 0.501 (0.054-4.60) | 0.541 1.17(0.16-8.15) 0.873 2.36 (0.58-9.58) 0.229
Type of Transplant
Liver 1 1 1 1
Kydney 1.19 (0.27-5.15) 0.817 0.39 (0.043-3.55) 0.404 1.87 (0.26-13.29) 0.529 0.90 (0.19-4.15) 0.892
Heart 2.46 (0.76-8.00) 0.133 0.23 (0.026-2.14) 0.200 0.69 (0.07-6.81) 0.757 0.29 (0.054-1.56) 0.151
Lung 4E10 (0.00-) 0.999 21.94 (0.93-515.02) | 0.055 2E9 (0.00- ) 0.999 2.07(0.02-161.77) 0.743
My cophenolate (yes vs. no) 1.31 (0.43-4.00) 0.632 1.54 (0.28-8.36) 0.617 19.48 (0.93-404.82) 0.055 0.79(0.22-2.82 ) 0.717
Two doses of vaccination (yes vs. no) 2.43 (0.67-8.75) 0.174 2.36(0.50-11.06) 0.273 16.16 (0.70-369.04) 0.081 0.79 (0.24-2.59) 0.700
Anti-HLA positive at baseline (yes vs. no) 10.53 (2.07-48.77) 0.004 5.96 (0.91-38.80) 0.062 | 237.44 (20.08-2341.47) | <0.001 | 48.40 (10.20 -229.54) | <0.010

Notes: CI: confidence interval, OR: odds ratio. Parameters were compared using adjusted logistic regression.



Resultados

Supplementary Table 1. Clinical parameters of patients developing DSA.

Months from Organ HLA Subtype Time from baseline to Increase in MFI from Rejection Outcome
transplantation anti-HLA determination baseline (%)
57 Combined Class I HLA I-A 01:01 5 Weeks -83.1 % No Favorable
Liver-Kidney
14 Kidney Class I HLA 11 DRB1*01:03 10 Weeks -40.2 % No Favorable
52 Lung Class I HLA 11 DR52 1 Year 374 % No Favorable
49 Lung Class II HLA 11 DQ9, DQ2 1 Year 83.55% No Favorable
6 Kidney Class II HLA DQ7, DQ4 1 Year * Indetectable at No Favorable

baseline
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Resumen de resultados

A continuacion, se presenta un resumen de los resultados de los articulos incluidos en
esta tesis doctoral.

6.1 Articulo 1.

Titulo.

Influenza vaccination during the first 6 months after solid organ transplantation is

efficacious and safe.
Introduccion.

La infeccion por influenza en los pacientes receptores de trasplante de 6rgano so6lido
(TOS) se ha asociado con altas tasas de morbilidad y mortalidad, especialmente en los
primeros tres meses tras el trasplante (31, 99). La vacunacion de la gripe se ha
propuesto como una medida eficaz para la prevencion de la infeccidon en estos pacientes

(60, 66, 67).

Sin embargo, las recomendaciones de las guias clinicas establecen que la vacunacién en
el paciente trasplantado debe realizarse a partir del sexto mes post-trasplante y nunca
antes del tercer mes, para evitar las posibles complicaciones tras la vacunacion que se
pueden producir por las alta inestabilidad del sistema inmunologico de los pacientes en
este periodo, en el que se teoriza la posibilidad de que la inmunizaciéon pueda generar
eventos de rechazo en los pacientes (60, 142). Ademads se plantea que podria tener una
baja eficacia, basado en pocos estudios en los que se demuestra que los pacientes
vacunados en los primeros 6 meses desde el trasplante, tienen una menor respuesta que

aquellos que se vacunan mas tarde (135, 143).

Dada la experiencia previa del grupo sobre la infeccion y vacunacion frente al virus
influenza en el receptor de trasplante de o6rgano sélido, en este estudio hipotetizamos
que la vacuna de la gripe administrada en los primeros seis meses tras el trasplante es
segura, y presenta una eficacia comparable a la de los pacientes vacunados mas

tardiamente.

119



Resumen de resultados

Objetivo.

El objetivo por tanto fue determinar la respuesta a la vacunacion en los receptores de
TOS vacunados en los primeros seis meses tras el trasplante y compararla con la

respuesta de los pacientes vacunados a partir del sexto mes.
Metodologia.

Disefiamos un estudio de cohortes multicéntrico, prospectivo, en el que incluimos
receptores de trasplante de 6rgano sélido que recibieron la vacunacion gripal a partir del
primer mes post-trasplante. La inclusion de pacientes se realizd durante cuatro
temporadas gripales consecutivas, entre el afio 2009 y 2013. Se incluyeron receptores de
TOS, mayores de 15 afios, que recibieron una dosis de la vacuna frente a la gripe entre
Noviembre de 2009 y Enero de 2013, en 12 hospitales espafoles pertenecientes a la Red
Espanola de Investigacion en Patologias Infecciosas (REIPI). Los pacientes fueron
excluidos en caso de presentar alergia al huevo o algin componente de la vacuna
antigripal, si fueron vacunados durante el primer mes post-trasplante o en caso de

embarazo.

Se recogieron muestras de suero en el momento de la vacunaciéon (basal), y cinco
semanas después para la determinacion de anticuerpos neutralizantes, que se realizo
mediante ensayos de microneutralizacion (104). Al final del estudio, incluimos 798
receptores de trasplante hepatico, renal, cardiaco, pulmonar o combinado hepatico-
renal, 130 de los cuales habian recibido la vacuna de la gripe en los primeros seis meses

desde el trasplante.
Resultados y discusion.

Los resultados de este trabajo muestran que la vacunacion frente a influenza en los
receptores de TOS vacunados en los primeros seis meses desde el trasplante es segura y
eficaz, observandose una respuesta e incidencia de eventos adversos similar a la de los

pacientes vacunados a partir del sexto mes post-trasplante.

La respuesta la vacunacién en los receptores de TOS es variable, con rangos de
seroproteccion post-vacunal variables, entre el 15 y el 90% (99, 103, 104), y se ha
descrito que diversos factores cémo el tipo de trasplante o el uso de medicacion

inmunosupresora como micofenolato o mTOR, estan relacionados con una menor
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respuesta a la vacunacion (99, 105, 143). Sin embargo, no hay evidencias concluyentes
de como afecta el estado inmunologico del receptor de TOS en los primeros meses
desde el trasplante en la respuesta a la vacuna de la gripe y si estd aumentando el riesgo
de rechazo. Las recomendaciones actuales de no inmunizar a los receptores de TOS
frente a la gripe, estdn basadas en opiniones de expertos y en el andlisis de series de
pacientes pequefias y con pocos pacientes vacunados en los primeros seis meses desde

el trasplante.

En este estudio, analizamos la mayor cohorte disefiada hasta la fecha para determinar la
respuesta humoral tras la vacunacion en los receptores de TOS, con 798 pacientes
receptores de trasplante hepatico, renal, cardiaco, pulmonar o combinado, 130 de los
cuales habian recibido la vacuna antigripal entre el primer y el sexto mes post-

trasplante.

El analisis de los resultados revela que la vacunacion en los seis primeros meses desde
el trasplante no estd asociada con una peor respuesta humoral en estos pacientes, ni
siquiera en aquellos que fueron vacunados en los tres primeros meses desde el
trasplante, ya que no observamos diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de pacientes seroprotegidos, 73,1% vs. 76,5% para A(HIN1)pdm (p= 0,49),
67,5% vs. 74,1% para A/H3N2 (p= 0,17) and 84,2% vs. 85,2% para influenza B (p=
0,80), respectivamente, ni en el titulo de anticuerpos en el suero, después de la
vacunacion 117.32 (intervalo de confianza (IC) al 95%, 81.52 - 168.83) vs. 87.43 (95%
IC, 72,87 - 104,91) para A(HIN1)pdm, 120,45 (95% IC 82,17- 176,57) vs. 97,86 (95%
CI 81,34 - 117,44) para A/H3N2 y 143.32 (95% CI 103.46 - 198.53) vs. 145.54 (95%
CI 122.35- 174.24) para influenza B respectivamente. Incuso observamos, al estratificar
el grupo de pacientes con vacunacidon temprana, que los pacientes que recibieron la
vacuna en los tres primeros meses post-trasplante, presentaban mayores titulos
prevacunales frente a influenza, posiblemente por la proximidad con el estado
inmunocompetente y menor tiempo de exposicion a la medicacion inmunosupresora.
Este grupo de pacientes desarroll6 una mejor respuesta vacunal que los que recibieron la
vacuna entre el cuarto y el sexto mes post-trasplante. Este hecho no habia sido descrito
anteriormente, y pone de manifiesto una buena capacidad de respuesta inmunologica a
la vacuna de la gripe de los receptores de TOS en los primeros seis meses desde el

trasplante.
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Los analisis multivariantes realizados, en los que se tuvieron en cuenta, tanto las
variables con relacion estadisticamente significativa en el bivariante, y aquellas con
significado clinico para nuestro estudio, como el tipo de trasplante, la medicacion
inmunosupresora recibida, las comorbilidades de los pacientes, la vacunacion previa y
otros datos demograficos, revelaron para las tres cepas de estudio, que el tnico factor
asociado con una mejor respuesta a la vacunaciéon es la presencia de titulos de
anticuerpos detectables en el suero de los pacientes en el momento de la vacunacion.
Observamos que los pacientes con titulos detectables, desarrollaron una mejor respuesta
post-vacunal, tanto en mayores niveles de anticuerpos como en el porcentaje de
pacientes seroprotegidos tras la vacunacion y que el tiempo transcurrido desde el
trasplante a la vacunacion no se relacionaba con la respuesta cuando se ajustaba por

otros posibles factores de confusion.

Durante el seguimiento de los pacientes, no se detectaron efectos adversos ni eventos de
rechazo del injerto relacionados con la administraciéon de la vacuna de la gripe en
funcion del tiempo de administracion. En resumen y como conclusion final, a la vista de
los resultados obtenidos, podemos afirmar que la vacuna de la gripe en los primeros seis
meses desde el trasplante, es tan segura y efectiva como a partir del sexto mes. Por
tanto, pensamos que la inmunizacion frente a influenza en los receptores de TOS
deberia estar recomendada desde el primer mes post-trasplante. Ademads, se recomienda
la vacunacion frente a la gripe estacional anual previa al trasplante en pacientes con
enfermedad de organo terminal con el fin de promover una mejor proteccion

inmunolégica temprana después del trasplante.
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6.2 Articulo 2.
Titulo.

Influenza vaccination does not induce donor-specific anti-HLA antibodies or

rejection in solid organ transplant recipients.

Introduccion.

Los receptores de trasplante de organo sélido (TOS), debido a su estado de
inmunosupresion permanente, son un grupo de riesgo del desarrollo de complicaciones
y mortalidad debidas a la infeccion por el virus de la gripe (58). La vacunacion anual
frente a influenza se ha propuesto como el método mas eficaz para prevenir la infeccion

y por tanto minimizar estas complicaciones (43, 44, 62, 144, 145).

La mayoria de los estudios realizados para evaluar la eficacia de la vacunacion en este
grupo de pacientes han reflejado una respuesta humoral 6ptima en el receptor de TOS
tras la vacunacion (103, 109, 126, 146, 147), aunque inferior a la descrita en la
poblacién inmunocompetente (99), con un porcentaje variable de pacientes, entre el 1y
el 47% que no responde a la vacunacion (58, 99, 129). En base a estos resultados se han
propuesto diferentes estrategias para aumentar la efectividad de la vacunacion en este
grupo como la utilizacién de una vacuna adyuvantada, la administracion de la vacuna en
los primeros meses desde el trasplante o la administracion de una segunda dosis de

vacuna.

Aunque la vacunacion antigripal ha demostrado aportar efectos beneficiosos en la
proteccion frente a la infeccion en estos pacientes receptores de TOS, algunos autores se
mantienen reticentes a la vacunacion, debido al riesgo hipotético de que la vacunacion
pudiera producir una hiperactivacion del sistema inmune generando una respuesta
aloinmune, incrementando la produccién de anticuerpos anti-HLA frente al 6rgano

trasplantado y desencadenando el rechazo (43, 124, 148, 149).

La escasa informacion disponible en la literatura sobre este aspecto de la seguridad de la
vacunacion gripal en el paciente trasplantado, estd basada en opiniones de expertos y

analisis de cohortes pequenas.
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Un estudio publicado por Katerinis en 2011 en el que analiza una cohorte de 151
receptores de trasplante renal, concluye con que la vacunacion induce la produccion de
novo de anticuerpos anti-HLA en el 17,3% de los pacientes que recibieron la vacuna
adyuvantada en 2009, 6 semanas después del trasplante, y en el 11,9% de los que la
recibieron a los seis meses después del trasplante (121). Otros estudios més recientes,
no observan esta respuesta tras la vacunacion e hipotetizan acerca de la posibilidad de
que el desarrollo de anti-HLA reflejado en el estudio previo se deba al adyuvante de la
composicion de la vacuna que ella analiza (106, 150, 151). En un estudio posterior de
Kumar et al., en una cohorte de 2012 de receptores de TOS vacunados por via
intramuscular o intradérmica Uinicamente detectd un paciente que desarrolld anticuerpos
anti-HLA especificos frente al donante. Resultados similares a los descritos por

Vermeiren et al. tras analizar una cohorte de 169 pacientes en 2014 (151).

No hay datos en la bibliografia acerca de la relacion entre la vacunacion temprana, en
los primeros tres a seis meses desde el trasplante, o el aumento del nimero de dosis con
la produccion de anticuerpos anti-HLA, estrategias vacunales cuya eficacia ha sido

descrita previamente en nuestro grupo.

Pensamos que es necesario el analisis de cohortes numerosas de pacientes que permitan
obtener conclusiones firmes acerca de este importante aspecto de la seguridad de la
vacunacion gripal, tan necesaria en el receptor de TOS dado el alto riesgo de desarrollar

complicaciones al que se exponen por su estado de inmunosupresion.
Objetivo.

El objetivo de este estudio fue determinar si la vacuna de la gripe induce la produccion
de anticuerpos anti-HLA donante especifico en el receptor de TOS y el impacto en la

viabilidad del 6rgano trasplantado.
Material y método.

Desarrollamos un estudio multicéntrico, prospectivo, longitudinal de casos consecutivos
de receptores de TOS que recibieron la vacunacion gripal durante cuatro temporadas
gripales consecutivas, de 2009 a 2013. Los pacientes fueron incluidos en 12 hospitales

espafioles pertenecientes a la Red de Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI). Se
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incluyeron receptores de TOS, mayores de 15 afios y que recibieron la vacuna de la
gripe a partir del primer mes post-trasplante. Los pacientes fueron excluidos en caso de
presentar alergia al huevo o algun componente de la vacuna antigripal, si fueron

vacunados durante el primer mes post-trasplante o en caso de embarazo.

Se recogieron muestras de suero de los pacientes en el momento de la vacunacion y
cinco semanas después. Los pacientes vacunados en la temporada 2012-2013 procedian
del ensayo clinico TRANSGRIPE 1-2 desarrollado en nuestro grupo en el que eran
aleatorizados para recibir una o dos dosis de vacuna, y se recogieron muestras

adicionales a las 10 semanas y al afio de la vacunacion.

La determinacion de anticuerpos anti-HLA se realizd mediante el Kit comercial
FlowPRA™ Screening Test, One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, que permite
determinar los niveles de anti-HLA en el suero por citometria de flujo. Se determind6 la
positividad del paciente en caso de que la reactividad entre el suero y el kit fuese

superior al 10%.

En aquellos pacientes negativos en el momento de la vacunacion y positivos 5 semanas
después, se caracterizaron los anti-HLA detectados mediante tecnologia Luminex (Life
Match fluoroanalyzer, Luminex 100 IS) considerandose las muestras positivas en caso
de que la intensidad media de fluorescencia (MFI) fuese superior a 1500 y se
compararon con el genotipo del donante para establecer la especificidad. La muestra fue

considerada positiva.
Resultados y discusion.

Este estudio se disefid para analizar la produccién de DSA después de la vacunacion
frente a influenza, en receptores de TOS en funcion de tres estrategias de mejora para la
vacunacion: la adicion de un adyuvante a la composicion vacunal, la vacunacion en los

primeros meses desde el trasplante y la administracion de una segunda dosis de vacuna.

Al final del estudio incluimos 490 receptores de TOS vacunados entre 2009 y 2013, 110
de los cuales habian recibido la vacuna adyuvantada frente a A(HINI1)pdm, 59
recibieron una dosis de vacuna trivalente estacional en los primeros seis meses desde el
trasplante, 130 recibieron dos dosis de vacuna trivalente estacional, y 191 pacientes
recibieron una dosis de vacuna trivalente estacional después de los seis primeros meses

desde el trasplante.
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Algunos estudios basados en ensayos en células humanas y modelos animales han
demostrado que la inmunizacién frente a influenza puede hacer reaccion cruzada con
aloanticuerpos relacionados con la respuesta de rechazo del injerto (106, 152). Sin
embargo, en nuestra cohorte de 490 receptores de TOS, no encontramos ninguna
asociacion entre el desarrollo de anticuerpos neutralizantes tras la vacunacion y la

produccion de anticuerpo anti-HLA.

Al contrario de lo que se habia descrito previamente por algunos autores , en este
estudio no hemos encontrado diferencias en la produccion de anticuerpos anti-HLA tras

la vacunacion en funcion del tipo de 6rgano trasplantado (121).

Centrandonos en los analisis de la produccidon de anticuerpos anti-HLA en funcién de
las estrategias de mejora propuestas para la vacunacion antigripal, en nuestros analisis
no encontramos relacién entre la produccion de estos anticuerpos y la composicion
vacunal, adyuvantada o no, y la vacunacion temprana, en los primeros seis meses desde

el trasplante.

Resultados previos en nuestro grupo reflejaban que los pacientes con titulos detectables
de anticuerpos neutralizantes en el momento de la vacunacion desarrollaban una mejor
respuesta post-vacunal (104), por lo que pensamos que una segunda dosis de vacuna
que imite este efecto, podria mejorar la respuesta a la vacunacion en el receptor de TOS.
En este estudio, analizamos la produccion de anti-HLA en 130 pacientes que recibieron
dos dosis de vacuna, a las 5, 10 semanas y al afio de la vacunacion, inicamente
observamos un aumento significativo de anti-HLA a las 10 semanas de la primera
inmunizacion, en los pacientes que recibieron una segunda dosis, aunque este aumento
fue de anti-HLA clase I, en menor medida relacionado con el rechazo (153), y en

ningun caso fueron anticuerpos anti-HLA donante especificos.

De los 75 (14,4%) casos que siendo negativos en el momento de la vacunacion,
desarrollaron niveles positivos de anticuerpos anti-HLA tras la vacunacion, inicamente
en cinco (1,02%) pacientes fueron anticuerpos donante especificos, y ninguno de ellos

desarroll6 rechazo del injerto durante el seguimiento.

Los unicos dos casos de rechazo detectados en la cohorte durante el seguimiento fueron

negativos en la deteccion de anticuerpos anti-HLA.
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En resumen, nuestros resultados sugieren que la vacunacion gripal no esta asociada con
el rechazo de 6rgano en los receptores de TOS. Ademas, las estrategias planteadas para
mejorar la respuesta inmune a la vacunacion, como la administracion de una vacuna
adyuvantada, la vacunacion en los primeros meses tras el trasplante y la administracion
de una segunda dosis, no estan relacionadas con el aumento de anticuerpos anti-HLA

relacionados con el rechazo del injerto.
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La infeccion por influenza es una causa principal de morbilidad y mortalidad en el
receptor de TOS. Se han descrito complicaciones graves tras la infeccion en estos
pacientes, como neumonia viral y bacteriana primaria y secundaria, enfermedad
pulmonar, rechazo del 6rgano trasplantado e incluso la muerte (99). En las guias de
practica clinica se propone la vacuna de la gripe como la medida mas eficaz para
prevenir la infeccion en estos pacientes. Aunque la vacunacion en el receptor de TOS
protege al paciente de las complicaciones de la gripe (99, 104) su eficacia es variable,
con una proporcion de receptores de TOS seroprotegidos tras la vacunacion entre el
15% y el 90%, (13, 26, 31, 67, 112, 143) , valores en todo caso inferiores a los

alcanzados por los individuos inmunocompetentes.

Por ello, es fundamental adoptar medidas para mejorar la eficacia vacunal en la

poblacion trasplantada especialmente vulnerable a la infeccion por el virus de la gripe.

Se han propuesto distintas medidas para aumentar la efectividad de la vacuna frente a la
infeccion por influenza en el receptor de TOS, como la vacunacion temprana tras el
trasplante, acortando el tiempo desde el trasplante a la vacunacion, la administracion de
una vacuna adyuvantada o el aumento del nimero de dosis para conseguir un efecto

"booster".

Aunque se ha sugerido que la vacunacion durante los primeros seis meses del trasplante
puede afectar a la seguridad de la vacuna, no existen evidencias experimentales de que
la vacunacion en este periodo no sea segura, y actualmente las recomendaciones estan
basadas en opiniones de expertos que se fundamentan en resultados obtenidos en series

pequenas de pacientes (60, 135, 143, 154).

También se ha planteado la hipotesis de que una estimulacion excesiva del sistema
inmune en estos pacientes, sometidos a medicacion inmunosupresora, pueda generar
una respuesta aloinmune inespecifica mediada por anticuerpos anti-HLA que resulte en
el rechazo del organo trasplantado, especialmente en los primeros meses tras el
trasplante. Este hecho podria ademas magnificarse al adicionar un compuesto adyuvante

a la vacuna o el aumentar el nimero de dosis administradas (121, 155, 156).

Hasta la fecha, existen pocos estudios que hayan evaluado estos importantes aspectos de
la seguridad de la vacunacion gripal en relacion con el tiempo de administracion y su

relacion con el rechazo de 6rgano en estos pacientes. Los resultados al respecto en los
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que se basan las recomendaciones de las guias de practica clinica actuales son en
muchos casos discordantes o provienen del analisis de series cortas de pacientes, no
disefiadas especificamente para evaluar estos aspectos. En este trabajo analizamos una
serie de pacientes receptores de TOS con un tamafio muestral elevado, la mayor
publicada hasta la fecha, con cardcter prospectivo, lo cual ha permitido obtener
resultados concluyentes acerca de la eficacia y la seguridad de la vacunacion gripal en

estos pacientes, teniendo en cuenta las estrategias de mejora mencionadas.
Discutimos a continuacion los resultados obtenidos al respecto.

8.1 Vacunacion gripal en pacientes receptores de TOS.

La vacunacion estacional frente al virus de la gripe es el método mas eficaz para evitar
las complicaciones derivadas de la infeccion por el virus y en las guias clinicas se
recomienda la administracion de la vacuna antigripal anualmente a los receptores de

TOS a partir de los tres-seis meses del trasplante (60).

En un estudio publicado por Horst et al. se analizé la evolucién clinica durante un afio
tras la vacunacion gripal en 9.678 pacientes receptores de rindn, inmunizados entre seis
meses y un aflo después del trasplante. La vacunacion se asocié con un menor riesgo de
infeccion por influenza, rechazo del injerto y complicaciones graves o muerte, al
compararlos con 42.052 receptores de TOS que no recibieron la vacuna de la gripe

(125).

Sin embargo, la vacuna de la gripe ha demostrado una eficacia variable en pacientes con
TOS que oscila entre el 15 y el 90% (58, 99, 103, 105-112, 126), en funcién de la
clinica del paciente, la composicion de la vacuna y la estrategia de vacunacion, con
ratios de seroproteccion de entre un 40% y un 80% para los pacientes con trasplante
renal, por encima del 80% en los receptores hepaticos y hasta el 46% en los pacientes
que reciben un trasplante pulmonar. En distintos estudios multicéntricos coordinados
por nuestro grupo, en los que se midieron el titulo de anticuerpos neutralizantes tras
recibir una dosis de la vacuna pandémica en 2009-2010 o la vacuna estacional en 2010-
2011, observamos una eficacia dentro de los minimos exigidos internacionalmente
(100), aunque inferior a la descrita para la poblaciéon inmunocompetente, con tasas de
seroconversion de entre el 73,1 y el 82,9% y seroproteccion entre el 73 y el 90% (99,
104). En estas cohortes en el 1.1% de pacientes que recibieron la vacuna de la gripe
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A(HIN1)pdm en la temporada 2009-2010 y en el 3.1% de aquellos vacunados en la
temporada 2010-2011, fracaso a la vacunacidon ya que desarrollaron gripe confirmada
microbiolégicamente tras la vacunacidon. Sin embargo, a pesar de que los pacientes
vacunados desarrollaron infeccion gripal, la vacuna de la gripe redujo en un 70% el

riesgo de desarrollar neumonia (58).

En esta tesis analizamos la respuesta humoral frente a influenza A(HIN1)pdm,
influenza A/H3N2 e influenza B, tras la vacunacién en una cohorte de 798 receptores de
trasplante de organo soélido, durante 4 temporada gripales consecutivas. Nuestros
resultados muestran que aunque la respuesta a la vacunaciéon de seroproteccion y
seroconversion estd por encima del 70% de para las tres cepas estudiadas, esta respuesta
es menor a la observada en la poblaciéon inmunocompetente, que seria la deseable de
alcanzar en nuestros pacientes por tener mayor riesgo de complicaciones tras la

infeccion.

8.2 Factores relacionados con la respuesta a la vacuna de la gripe.

8.2.1 Relacion de las comorbilidades y la respuesta a la vacunacion en el

receptor de TOS.

Aunque algunos estudios han mostrado que los receptores de TOS que han recibido la
vacuna de la gripe que presentan otras patologias o comorbilidades en el momento de la
vacunacion desarrollan una peor respuesta de anticuerpos frente a la vacuna, entre ellos
los pacientes con diabetes mellitus o aquellos con enfermedad hepatica cronica (135,
147), nuestros resultados muestran una respuesta similar a la vacunacién
independientemente de las comorbilidades del paciente en el momento de la
administraciéon de la misma. De hecho en el andlisis multivariante de los posibles
factores confusores que puedan afectar a la respuesta humoral tras la vacunacion no
observamos relacion entre las comorbilidades estudiadas: diabetes mellitus, hepatopatia,

nefropatia y cardiopatia.
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8.2.2. Relacion entre la inmunosupresion y la respuesta a la vacunacion

en el receptor de TOS.

Otro de los factores que se ha relacionado con una peor respuesta a la vacunacion gripal
es la medicacion inmunosupresora que es administrada al paciente tras el trasplante
Recientemente, un metanalisis empleando datos de 947 receptores de TOS, obtenidos de
15 ensayos clinicos, mostrd menores ratios de seroproteccion frente al virus influenza
en los pacientes que recibieron micofenolato mofetilo como medicacion
inmunosupresora, y no se describian diferencias en los que recibieron tacrélimus,
sirolimus, ciclosporina o azatioprina (157). En un estudio previo realizado en nuestro
grupo, en el que analizamos una cohorte de 346 pacientes que recibieron una dosis de la
gripe pandémica adyuvantada, encontramos que aquellos pacientes que habian recibido
inhibidores del mTOR como medicacion inmunosupresora, desarrollaban una respuesta
humoral frente a influenza A(HIN1)pdm inferior que los pacientes que recibieron una
inmunosupresor distinto (OR 0.90, IC95% 0,8 - 1,1) como micofenolato, ciclosporina o
tacrolimus (99). Sin embargo en el presente estudio, con una cohorte de pacientes
mucho mayor, de 798 receptores de TOS, vacunados en cuatro temporadas gripales
consecutivas, entre 2009 y 2013, no observamos diferencias estadisticamente
significativas en relacion a la medicaciéon inmunosupresora y el porcentaje de
seroproteccion frente a A(HIN1)pdm, A/H3N2 o influenza B. Este resultado aunque
puede resultar contradictorio a lo observado anteriormente, podria justificarse por el
hecho de que la mayoria de los pacientes que recibieron m-TOR tenian titulos de
anticuerpos en el momento de la vacunacion, y como también hemos demostrado

previamente la respuesta vacunal es mejor en pacientes con titulos prevacunales (104).

8.2.3. Relacion entre el tipo de organo trasplantado y la respuesta a la

vacunacion en el receptor de TOS.

Como se ha comentado anteriormente la incidencia y complicaciones por la infeccion
gripal varia en funcidn del tipo de 6rgano. Algunos trabajos proponen que la eficacia de
la vacunacién en los pacientes con TOS puede variar también en funcién del tipo de
injerto. A modo de ejemplo, se ha descrito una menor respuesta a la vacunacion gripal

en los pacientes con trasplante pulmonar que puede variar en un rango 8-46%, mientras
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que los pacientes con trasplante renal o hepatico la eficacia de la vacunacion puede
alcanzar entre el 80 y el 90% (44, 59, 61, 126, 158).

Esta diferencia en la respuesta podria estar influida por el diferente estado neto de
inmunosupresion en funcién del tipo de trasplante y/o por las comorbilidades asociadas
a los distintos tipos de trasplante, como son la insuficiencia renal o hepatica, la
cardiopatia o enfermedad pulmonar.

En el presente trabajo, en la cohorte de 798 pacientes con trasplante renal, hepatico,
cardiaco y/o pulmonar incluidos durante cuatro temporadas gripales consecutivas,
observamos una menor respuesta de anticuerpos neutralizantes frente a influenza
A(HIN1)pdm y H3N2 en los receptores de trasplante renal, y frente a influenza B en los
trasplantados cardiacos, con respecto a los observados en los receptores de trasplante
hepéatico. Sin embargo, en todos los casos, mas del 80% de los pacientes estaban

seroprotegidos tras la vacunacion.

8.2.4. Vacunacion en los primeros meses tras el trasplante.

Durante los primeros meses tras el trasplante, los receptores de TOS tienen cinco veces
mas riesgo de desarrollar complicaciones graves derivadas de la infeccion por influenza
(31). Sin embargo, las guias actuales de practica clinica recomiendan la administracion
de la vacuna de la gripe a partir de los primeros tres a seis meses desde el trasplante
(143). Como se ha comentado con anterioridad, el nivel de evidencias de estas
recomendaciones es bajo. Sin embargo el beneficio de la vacunacion aunque sea
pequeiio, siempre que sea segura y no se asocie a un aumento de riesgo de rechazo para
el paciente, dadas las complicaciones derivadas de una posible infeccion por influenza
hace que debiera recomendarse la vacunacion precoz tras el trasplante. Estudios previos
de nuestro grupo observaron en una cohorte de 346 pacientes, de los cuales 58 habian
sido vacunados en los primeros seis meses del trasplante, que la respuesta a la vacuna

no se asociaba con el tiempo transcurrido desde el trasplante (99).

En este trabajo hemos ampliado el nimero de pacientes incluidos en los que hemos
estudiado la eficacia y seguridad tras la vacunacion en una cohorte de 798 receptores de
TOS de los cuales 130 pacientes habian sido vacunados en los primeros seis meses post-

trasplante respecto a los 668 vacunados mas de seis meses tras el trasplante, siendo la
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mayor serie de pacientes publicada hasta la fecha. Nuestros datos demuestran que la
vacunacion es segura y no encontramos diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta de anticuerpos neutralizantes entre ambos grupos de pacientes para ninguna
de las cepas de influenza analizadas. Al estratificar el grupo de pacientes que recibio la
vacuna en los primeros seis meses post-trasplante en < tres meses, cuatro meses, cinco
meses y seis meses tampoco observamos diferencias en la respuesta inmune entre los
grupos analizados. Los resultados obtenidos fueron similares, e incluso en los pacientes
que recibieron la vacuna en los tres primeros meses tras el trasplante observamos la
respuesta de anticuerpos neutralizantes tendid a ser mayor y con mayores tasas de

seroproteccion tras la vacunacion.

La justificacion de esta observacion probablemente esté en relacion con la presencia de
titulos basales previos a la vacunacidn, que si bien no son protectores si promueven una
mejor respuesta a la vacunacion (104).

En esta tesis, confirmamos este aspecto ya que al analizar 798 pacientes vacunados la
presencia de titulos previos a la vacunacion, fue el unico factor asociado
significativamente a una mejor respuesta de anticuerpos neutralizantes frente a las tres
cepas de influenza analizadas.

En la cohorte estudiada tan solo un paciente, receptor de trasplante renal, vacunado 118
meses tras el trasplante tuvo un episodio de rechazo tras la vacunacion. Sin embargo,
este paciente tuvo otras posibles causas que podrian explicar el rechazo ya que tenia
niveles bajos de inmunosupresores por interaccion con rifampicina, que le fue
administrada para tratar un episodio de tuberculosis, por lo que sugiere que el rechazo
cronico detectado durante el seguimiento no estuvo relacionado con la administracion
de la vacunacion gripal.

Por este motivo consideramos importante vacunar a todos los pacientes con enfermedad
de organo terminal que esté en la lista de espera para el trasplante para promover la

presencia de titulos de anticuerpos en el post-trasplante.

Otros estudios han demostrado que aunque el mantenimiento de la respuesta inmune

humoral frente a influenza es inferior a la desarrollada en los pacientes
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inmunocompetentes, la presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero, previos a la
vacunacion, mejora la respuesta a inmune humoral (26, 104). Una forma de promover la
presencia de titulos de anticuerpos previos a la vacunacion que puedan promover una
respuesta

“booster” es la administracion de una segunda dosis de vacunacidon gripal para los
receptores de TOS, que pueda emular el efecto sumatorio en la respuesta que hemos

observado en los pacientes que mantenian titulos de anticuerpos basales.

8.3 Vacunacion de la gripe y rechazo.

En la poblacion general, la vacuna de la gripe es segura y reduce la incidencia de
efectos adversos graves(159). En el receptor de TOS, se ha planteado la posibilidad
tedrica de que la vacunacion de la gripe pueda desencadenar un rechazo del injerto (40,

125, 160).

Este aspecto se ha analizado en diversos estudios en los que se incluyeron receptores de
trasplante tras recibir la vacuna de la gripe. La mayoria de ellos no muestran relacion
entre la vacunacion gripal y el desarrollo de una respuesta de rechazo del injerto en
receptores de trasplante renal (105, 107, 145), o cardiaco (124, 161, 162). Sin embargo,
David et al., en una serie de 130 receptores de trasplante hepatico, observaron el
desarrollo de rechazo agudo un mes después de la administracion de la vacuna de la

gripe aunque so6lo en dos de los pacientes (160).

Una produccion de novo de anticuerpos anti-HLA DSA podria explicar esta hipotesis,
(121, 148). Sin embargo, se ha postulado que la adicion de un adyuvante a la
composiciéon vacunal, que aumenta la inmunogenicidad de la misma, pueda
simultdneamente incrementar el riesgo de rechazo del injerto al promover el aumento de
anticuerpos anti-HLA, como en el caso del estudio realizado por Katerinis et al., en el
que un 17,3% de receptores renales vacunados seis semanas tras el trasplante y un
11,9% de los vacunados seis meses tras el trasplante, aumentaron sus niveles de

anticuerpos anti-HLA tras recibir la vacuna adyuvantada (121).

En esta tesis se han analizado en una cohorte prospectiva de receptores de TOS la

presencia de rechazo y la produccion de novo de anticuerpos anti-HLA tras la
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vacunacion gripal, en 490 receptores de trasplante hepético, renal, cardiaco y pulmonar,
centrandonos en la influencia de las distintas estrategias mencionadas para mejorar la
respuesta inmune con el rechazo del injerto. A continuacion se discuten cada una de

estas estrategias.

8.4 Relacion de la vacunacion gripal durante los primeros seis meses del trasplante

con el rechazo y la produccion de anticuerpos anti-HLA de novo.

La seguridad de la vacunacion de la gripe en los primeros meses del trasplante es un
aspecto fundamental para establecer la indicacion de la misma.
En la presente tesis demostramos que la vacunacion de la gripe es segura a partir del

primer mes post- trasplante.

Como se ha comentado anteriormente el tiempo tras el trasplante a partir del cual
administrar la vacuna antigripal es un aspecto no consensuado en la literatura. La
recomendacion actual propone vacunar a la poblacion con TOS tras tres a seis meses del
trasplante (31) Los datos de la presente tesis confirman que el tiempo transcurrido desde
el trasplante no se relaciona con la aparicion de rechazo en los pacientes. Ademas, el
tiempo desde el trasplante no se relaciond con la produccion de novo de anticuerpos
anti-HLA DSA o no DSA. Es por ello, que dada la respuesta inmunologica, la falta de
efectos adversos y la alta tasa de complicaciones producidas como consecuencia de la
infeccion por influenza en los primeros seis meses tras el trasplante, consideramos que
la administraciéon de la vacuna antigripal debe ser recomendada a partir primer mes

post-trasplante.

° o7

8.5 Adicion de un adyuvante a la composicion vacunal.

Para producir una respuesta inmunologica rapida y eficaz frente a la gripe pandémica,
que se extendio rapidamente y con gran virulencia en varios paises en el ultimo
trimestre de 2009, se llevd a cabo una formulacion de la vacuna pandémica en la que se
incorpord un adyuvante a su composicion. El efecto del adyuvante es promover un

aumento inespecifico de la respuesta inmune, que puede tener efectos positivos en la

138



Discusion

respuesta alcanzada por los pacientes (131). El mecanismo exacto por el que
determinados compuestos aluminicos como el MF59 y ASO3 causan este efecto
activador no se conoce, pero se ha comprobado que atrae de forma inespecifica a células
del sistema inmune hacia el lugar de la inyeccion (131, 151). Aunque no hay resultados
concluyentes de que la vacunacion antigripal mediante la formulacion adyuvantada
mejore significativamente la respuesta en comparacion con la vacuna no adyuvantada
en la poblacion trasplantada en general, hay estudios que muestran una mejor respuesta
en determinados grupos de edad (151). En un estudio previo realizado por nuestro
grupo, analizamos la respuesta a la vacunacion gripal en una cohorte de 346 receptores
de TOS que recibieron una dosis de la vacuna antigripal pandémica adyuvantada en
2009, observamos una respuesta adecuada a la vacunacion en todos los grupos de edad,
y una mejor respuesta en aquello pacientes con titulos detectables de anticuerpos

neutralizantes en el momento de la vacunacion (99).

Sin embargo, algunos estudios sugieren que la vacuna adyuvantada podria desencadenar
una respuesta de rechazo del injerto mediada por la produccion de anticuerpos anti-HLA
donante especificos, debido probablemente a la activacion inespecifica del sistema

inmune que provoca el adyuvante (121).

Posteriormente, en un ensayo clinico reciente publicado por Kumar et al., con un
ensayo clinico en el que compara la respuesta de los pacientes que reciben la formula
adyuvantada y la no adyuvantada, no encontraron relacion entre la vacunacion
adyuvantada y el rechazo del injerto (151). Aunque en este estudio Unicamente se

analiza la seguridad de la vacunacion en pacientes receptores de trasplante renal.

Los datos de la presente tesis muestran que no hay diferencias en la produccion de
anticuerpos anti-HLA entre los receptores de TOS que recibieron la vacuna
adyuvantada y los que recibieron la vacuna no adyuvantada. Y aunque uno de los 110
pacientes que recibieron una dosis de vacuna adyuvantada desarroll6 anti-HLA DSA, no
tuvo ningin evento de rechazo durante el seguimiento, por lo que no encontramos
relacion entre la composicion de la vacuna y el desarrollo de eventos de rechazo del

injerto en los receptores de TOS.
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8.6 Uso de varias dosis de vacuna de la gripe.

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de titulos basales prevacunales
aumenta la respuesta a la vacuna de la gripe. El uso de dos dosis de vacunas podria
emular el efecto sumatorio en la respuesta que hemos observado en los pacientes que
mantenian titulos de anticuerpos detectables a largo plazo y mejorar la respuesta en el
receptor de TOS,(99, 104).

En el contexto de estos estudios y de los resultados previos, nuestro grupo disefio un
ensayo clinico en el que los pacientes fueron aleatorizados para recibir una o dos dosis
de la vacuna trivalente estacional en la temporada gripal 2012-2013, administrando la
segunda dosis 5 semanas tras la primera inmunizacion (163). Un aspecto crucial de esta

intervencion fue valorar la seguridad de esta estrategia y su relacion con el rechazo.

En la presente tesis hemos querido confirmar si la administracion de una segunda dosis
de vacuna se asocia con un mayor riesgo de rechazo y de produccion de anticuerpos
anti-HLA DSA. Observamos que aunque en pacientes que recibieron dos dosis de
vacuna observamos un aumento significativo en la proporcién de pacientes con
anticuerpos anti-HLA de clase I, cinco semanas después de la segunda dosis, aunque
¢éstos no fueron anticuerpos donante especificos ya que s6lo en un paciente tuvo
anticuerpos anti-HLA DSA y en este caso el paciente no desarrolld eventos de rechazo

durante el seguimiento.

Por otro lado, el porcentaje de pacientes con deteccion positiva de anticuerpos anti-HLA
de clase II, que son los anticuerpos implicados generalmente con el rechazo el injerto,
no aumento significativamente tras la administracion de una segunda inmunizacion, por
lo que el nimero de dosis no esta relacionado con el aumento de anti-HLA implicados

en el rechazo del injerto.

Un afo tras la vacunacion, sélo tres pacientes habian desarrollado anticuerpos anti-HLA
DSA. En dos casos, los pacientes habian recibido una Unica dosis de vacuna, y el
tercero recibié una segunda dosis. Sin embargo, ninguno de ellos desarrolld episodios

de rechazo durante el seguimiento, por lo que podemos concluir que la administracion

140



Discusion

de una segunda dosis de vacuna no esta relacionada con el rechazo clinico del injerto

mediado por anticuerpos a largo plazo.

Nuestros resultados sugieren que tener anticuerpos anti-HLA en el momento de la
vacunacion no predispone para un aumento de los anticuerpos anti-HLA después de la
vacunacion, de hecho se observd una disminucién en la reactividad en este grupo de
pacientes. Sin embargo, los pacientes con niveles preexistentes de anticuerpos anti-HLA
tenian mas riesgo de seguir presentdndolos después de la vacunacidon, aunque ninguno
de los pacientes tuvo un incremento en los niveles de anticuerpos después de la
inmunizacién. Sin embargo, en nuestra cohorte, los pacientes que recibieron dos dosis
de la vacuna eran mas propensos a desarrollar anticuerpos de novo anti-HLA. Algunos
autores han propuesto que para llegar a un umbral critico que promueve el rechazo es
necesario generar un numero suficiente de células T de memoria alorreactivas que
pueden estar relacionados con el nimero de dosis de vacuna de la gripe administradas
(57), lo que puede explicar los resultados observados en los pacientes que recibieron
dos dosis de la vacuna, a pesar de haber tenido un aumento de anticuerpos anti-HLA, no

se alcanz6 dicho umbral, por lo que no desarrollaron el rechazo del injerto.

De los dos (0,4%) pacientes que fueron diagnosticados con rechazo del injerto en esta
cohorte, uno de ellos experimentd una reduccion en la funcion pulmonar antes de la
vacunacion de la gripe, y el segundo tuvo otras circunstancias concomitantes, aparte de
la vacunacién que pueden justificar el rechazo del injerto. Sin embargo, ninguno de los

pacientes desarrolld de novo DSA.

En este trabajo hemos tenido varias limitaciones que deben ser mencionadas. La
primera es que el diagnostico del rechazo ha sido en todo momento clinico, no
realizandose biopsias rutinarias a los pacientes. No obstante todos los pacientes han sido
seguidos durante un afo, y tan solo se diagnostic6 el rechazo en los casos descritos. Por
otra parte, de haber existido episodios de rechazo subclinicos, estos no tuvieron
consecuencias en la supervivencia o funcionalidad del injerto. Segunda, debido a que no
se han realizado detecciones de infecciones asintomaticas por el virus influenza en
nuestra cohorte, no hemos podido relacionar la relacion entre la vacunacion y la

ausencia de infeccion asintomatica. Tercera, aunque el nimero de receptores de TOS
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que recibieron la vacuna de la gripe en los primeros tres meses tras el trasplante puede
resultar bajo, la cohorte analizada en esta tesis, es la mayor serie de pacientes vacunados
en los primeros tres meses post-trasplante publicada hasta la fecha. Cuarta, ya que muy
pocos pacientes recibieron tratamiento de deplecion de linfocitos o rituximab como
medicacion inmunosupresora, nuestros resultados no serian aplicables a los receptores
de TOS que reciben este tipo tratamientos. Finalmente, aunque el nimero de receptores
de trasplante cardiaco vacunados en los primeros seis meses desde el trasplante es bajo,
el porcentaje de seroproteccion fue superior al 67% para las tres cepas estudiadas, por lo

que se puede considerar que la vacuna de la gripe es efectiva en este grupo de pacientes.

En resumen, nuestros resultados en el presente estudio muestran que la vacunacion
gripal administrada dentro de los primeros seis meses post-trasplante es tan inmunogena
como cuando se administra mas alla del sexto mes del trasplante. Dada la respuesta
inmunologica y la falta de efectos adversos tras la vacunacion asi como la alta tasa de
complicaciones producidas como consecuencia de la infeccion por influenza en los
primeros seis meses tras el trasplante, la administracion de la vacuna antigripal deberia
ser recomendada a partir primer mes post-trasplante. Ademas, deberia recomendarse la
vacunacion anual de la gripe a los pacientes con enfermedad de érgano terminal para
promover la presencia de titulos de anticuerpos neutralizantes y una mejor proteccion
inmunolégica en los primeros momentos tras el trasplante. Ademas, los resultados
mostrados en esta tesis demuestran que la vacunacion gripal en el receptor de TOS es
segura y no esta relacionada con la produccion de aloanticuerpos anti-HLA relacionados
con el rechazo de 6rgano, desde el primer mes post-trasplante independientemente del
organo trasplantado, del régimen de inmunosupresion o las comorbilidades

diagnosticadas en el paciente.
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Conclusiones

1. La vacuna de la gripe es efectiva en el receptor de trasplante segin los criterios
internacionalmente, aunque la tasa de seroproteccion y seroconversion son menores a

las descritas en la poblacion general

2. El receptor de TOS que recibe la vacunacion gripal en los primeros seis meses post-
trasplante, desarrolla una respuesta humoral a la vacunacion similar a la de los pacientes

vacunados a partir del sexto mes.

3. La eficacia de la vacunacion en el receptor de TOS no se ve influenciada por las
comorbilidades ni el tratamiento inmunosupresor recibido, aunque si por el tipo de

trasplante, siendo la respuesta menor en los receptores de trasplante renal.

4. La presencia de titulos de anticuerpos basales aumenta la respuesta a la vacuna de la

gripe.

5. Es importante reforzar la vacunacion de la gripe en los pacientes con enfermedad de
organo terminal de cara a aumentar los titulos basales en las primeras etapas y mejorar

la respuesta a la vacuna tras el trasplante.

6. La vacuna de la gripe no se relaciona con la presencia de rechazo clinico en el

receptor de TOS.

7. El tiempo transcurrido tras el trasplante a la vacunacion gripal no se asocia con el

desarrollo de rechazo clinico.

8. El uso de vacuna adyuvantada o de dos dosis de vacuna de la gripe no aumentan el

riesgo de rechazo.

9. La administracién de la vacuna de la gripe en el receptor de trasplante de 6rgano
solido no estd relacionada con el aumento de anticuerpos anti-HLA donante especificos

que desencadenen una respuesta de rechazo del injerto.

10. La vacunacion gripal en los primeros meses desde el trasplante no estd relacionada

con el aumento de anticuerpos anti-HLA.

11. Dado su seguridad y eficacia, la vacuna de la gripe deberia administrarse a partir del

primer mes del trasplante en todo receptor de 6rgano solido.
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12. La adicion de un compuesto adyuvante a la composicion vacunal, no esta

relacionada con el aumento de anticuerpos anti-HLA en el receptor de TOS.

13. La administracion de una segunda dosis de vacuna en el receptor de TOS aumenta la
produccion de anticuerpos anti-HLA clase I aunque no se relacionan con el rechazo del

injerto.

14. La administracion de una segunda dosis de vacuna de la gripe en el receptor de TOS
no esta relacionada con el aumento de anticuerpos anti-HLA clase II y con el rechazo

del injerto.
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