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Cuando todo aquello que es imposible ha sido eliminado, lo que
quede, por muy improbable que parezca, es la verdad.

Sir Arthur Conan Doyle (Sherlock Holmes)

The Red Queen has to run faster and faster in order to keep still
where she is. That is exactly what you all are doing!

Hipotesis de la Reina Roja, Leigh Van Valen

ST VYW g,
SPAE R g






Agradecimientos

Siempre me habian dicho que los agradecimientos es la parte mas dificil de escribir de
una tesis. Sin embargo, al final comprendes que te falta papel, y que como en los resultados de
un trabajo de este tipo es imposible contarlo todo y agradecer a todo el mundo que alguna vez
te ha ayudado.

Gracias Raul por ser mi Director, Maestro, Mentor, y Amigo. Con tu confianza y fuerza
has logrado completar mi mente cientifica sedienta de conocimiento, has logrado hacer de la
perfeccion una bandera para mi e inculcarme que lo mejor es enemigo de lo bueno. Gracias a
ti he aprendido que la ciencia es rigor y capacidad de sintesis, es trasmisién y pasion. Y una de
las cosas mas importantes, el sentimiento de honor por un trabajo bien hecho. Gracias
eternamente por abrirme la puerta de este apasionante mundo.

Gracias Silvia por ser mi Directora, ha sido todo un honor recibir toda la sabiduria y la
ayuda que me has dado durante estos afios. Gracias por toda la paciencia y las ganas de
trabajo que has destilado siempre, eres incombustible. Gracias también por ser tan gran
amiga, me has formado como cientifico pero también como persona en todo este tiempo.
Ante todo recuerda una cosa.... “si no fuera por estos ratos”....

Gracias Eva, mi eterna compafiera de viaje, por todo tu apoyo, carifio y espiritu. Cada
linea escrita en esta tesis es por y para ti, y jamas podria haber sido escrita sin tu ayuda.
Gracias por creer en mi y dar todo lo que esta en tu mano y un poco mas para cumplir un solo
suefio, volar. Te prometo y firmo aqui que viviré por siempre.

Gracias Sonia por tu gran apoyo en que esto siga adelante. Me has dado ideas geniales
y has apoyado otras muchas mias que aunque sonaran inverosimiles hemos logrado sacar
adelante. Gracias por formar parte de nuestro dia a dia.

Gracias también a Alberto Caballero y a Lola Marina del Instituto de Estudios de
Ciencias de la Salud de Castilla y Le6n (IECSCYL) por su inestimable ayuda con esta tesis y toda
la labor que hacemos, sin ellos tampoco seria posible la realizacion de nuestro trabajo.

Gracias Rosa, jactias como madre cohesora del grupo y habria que ponerte un
monumento! jTU decides la época y el tipo de escultura, pero no elijas canecillos! Gracias
también Lola por compartir un rato de café cada mafiana entre parrafadas que nos libran de la
agitacion mental.

Gracias a ti también Maisa por tu carifio y la gran labor logistica que haces, esta tesis
no hubiera sido posible sin tu organizacion jlo que me tienes que aguantar! Gracias también a
las pitus por su gran labor en el Centro de Gripe.

Gracias al personal del Centro Colaborador de la OMS del Francis Crick Institute de Mill
Hill de Londres, y en especial a los doctores John McCauley y Rod Daniels, por la formacion tan
importante que recibi alli y por suministrarnos los virus A/HIN1 antiguos utilizados en esta
tesis.



Gracias a los médicos, enfermeras y coordinadores de la Red Centinela Sanitaria de
Castilla y Ledn por su diligencia y buen trabajo que afio tras afio realizan para que podamos
seguir comprendiendo cémo funciona la inmunidad y como evolucionan los virus de la gripe.
Gracias también a Marta Rodriguez y a todo el personal del Servicio de enfermedades
autoinmunes del Hospital Universitari Mdtua Terrasa, sin los cuales hubiera sido imposible
realizar una parte muy importante de este trabajo.

Gracias a Angel Barcia, mozu y apasionado veterinario de la Facultad de Medicina, por
tu gran ayuda para sangrar a las gallinas y por haber removido cielo y tierra para conseguir
sangre de caballo para las probatinas, lastima que al final no funcionara. Con los animales sé
que logré sacar una tesis, contigo sé que logré obtener un amigo. Gracias también a las gallinas
que se prestaron sin rechistar a las extracciones de sangre.

Gracias a mis compaferos de laboratorio, que en mayor o menor medida han puesto
un granito de arena en el dia a dia. Gracias Pepe, Julia, Paz, Carmen, Ana, Pilar, Concha,...
Imposible nombrarlos a todos. Muchas gracias en especial a la Dra. Mercedes Nocito por todo
su apoyo en la serologia, he ganado mucho amor hacia las placas multipocillo gracias a tus
ensefianzas. Mil gracias también a Ana Montoya, que logra que compaginemos algo
extremadamente importante, la asistencia clinica diaria con la investigacion biomédica. Gracias
Anita a ti también por darme animos en las Ultimas etapas y por aplanar sin querer el camino
burocratico, jno sabes como te lo agradezco!

Gracias a mis amigos por su gran apoyo y confianza, Héctor, Maria, Sara, Angel,
Miguel, Vicky, Ildy. Gracias Mary por ayudarnos en todo y comprendernos tanto como haces
hermanita, espero verte algun dia en la misma TESItura que yo. Gracias también a Alberto, por
los “brain storming” con cada cerveza y por apoyarme cuando alguna piedra se trababa en el
camino.

Gracias a toda mi familia por su carifio y apoyo. Espero podais sentiros tan orgullosos
de este trabajo cuando lo leais como yo me he sentido cuando lo he escrito. Gracias también a
mi abuelo, aunque no puedas verlo sé que estarias también orgulloso de leer estas paginas.

Gracias a todos

10



INDICE

11



12



AGRADECIMIENTOS

INDICE

11

ABREVIATURAS

17

INTRODUCCION

Caracteristicas de los virus de la gripe ....

Historiay clasificacion ......................
Estructura y composicion genética ...

Sistemas de variacion antigenica......

Ciclo infeccioso de [0S Virus de 1a gripe .......cocvvvvveieeiieiiie e

Historia epidemioldgica de los virus de la gripe durante los siglos

Epidemiologia de las infecciones por virus de la gripe.........cccoceeveenennn,

Respuesta inmune humoral ante la infeccion por virus de la gripe..........

Vacunacion frente a los virus de la gripe..

Las vacunas, el mayor avance médico de l0s siglos XX y XXI........c.ccu...

Mecanismos de desarrollo de las vacunas antigripales ..............c........

Medios de fabricacion de las vacunas antigripales............ccccoovrervennns

Tipos de vacunas antigripales...........

Grupos de administracion preferente y campafias de vacunacion.........

Evaluacion de la eficacia y efectividad de la vacuna antigripal ..............

Nuevas perspectivas en la vacunacion antigripal ............cccocevveriiienncns

Sistema de redes centinela de vigilancia epidemiolégica de la gripe........

The WHO Global Influenza Surveillance Network........ccooveveveieiviiieeeeninnn,

Flujos de trabajo de los Centros Nacionales de Gripe...........cccccveevvveenne.

Monitorizacion de la eficacia vacunal

21

23

23

24

28

31

33

44

47

50

50

o1

52

53

56

59

60

67

68

71

13



OBJETIVOS 73

MATERIAL Y METODOS 77
DiSEN0 del @STUIO ......ccviiiiieiiieiee e 79
IMBEETIAL. ... 80

Grupo de individuos mayores de 65 afi0S ..........ccccovveeviieevinesiiee e 80

Grupo de individuos con enfermedades autoinmunes.............ccceevveee 83

Comité de Etica — Consentimiento informado............cc.c.ccovevevceennnn. 85

1123 oo [0 1S PSR SPRPR 86
ANAIISIS SEIOIOQICOS. ......vevvevieiieiiieie e 86

Anélisis de las secuencias genéticas de virus de la gripe A............c........ 96

ANAIISIS @SATISTICO ... 98

RESULTADOQOS 101

Analisis de Acs previos a la vacunacién y de la respuesta inmune
humoral tras la vacunacion en poblacion mayor de 65 afios frente
a diStintos Virus de 1a gripe ........ooveeiiiiiieiec e 103

Caracteristicas demograficas y clinicas de los individuos mayores
0B B5 AMOS. ..ecvveeiiie sttt 103

Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune
humoral tras la vacunacién con vacuna trivalente anual frente a
virus de gripe Ay B estacionales............cccoooeviiiiiiiieniieiic e 107

Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune
humoral heterotipica frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas

tras la vacunacion con vacuna trivalente anual...........c.ccccoeeveiieennnnn, 127
Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune

humoral heterotipica frente a virus de gripe aviar tras la
vacunacion con vacuna trivalente anual ............cccooevviiniiiieneeee, 140

Analisis filogenético de las cepas de gripe A incluidas en el estudio....... 150

14



Analisis de Acs HAs previos a la vacunacion y de la respuesta

inmune humoral frente a virus de la gripe Ay B tras la vacunacion
monovalente pandémica frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en

eNnfermos QULOINMUNES .......c.vviiiieeiiee e see e e rnee e 153

Caracteristicas demogréficas y clinicas de los individuos con
enfermedades autoinmunes y CONtroles SaN0S...........ccovveeveereennennn 153

Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y de la eficacia de la
vacuna monovalente frente a cepas de gripe A y B estacionales
en individuos con enfermedades autoinMUNES............ccceevvveceiveennnen. 156

Anélisis comparativo de los Acs HAs previos a la vacunacion frente
avirus de la gripe Ay B entre los diferentes grupos de individuos
INCIUIAOS €N €l ESTUIO .....coviieeieii e 167

DISCUSION 171

Estudio de los Acs previos a la vacunacién y de la respuesta a la
vacuna trivalente estacional en la cohorte de individuos =65 afios........ 174

Ambito poblacional de eStUAIO................c.oveveeeeereieeeeesieseeeeesssnsnenes 174
Analisis frente a subtipos y linajes de gripe A y B estacionales en
poblacion Mayor de 65 af0S..........ccvivriiiieiiiie e 176
Analisis frente a subtipos de virus de la gripe A/HIN1 antiguos
en poblacion mayor de 65 afi0S...........cceviririinieiiee e 194
Analisis frente a subtipos de virus de la gripe aviar en poblacion
MAYOT A€ 65 A0S ... .eiiiviiiieiieiie s 208
Estudio de los Acs previos a la vacunacién y de la respuesta a la
vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 en el grupo
de enfermos aUTOINMUNES...........vviiiieeiiie e see e e 217

Ambito poblacional de eStUAIO..................oveeeereereeeeeeesieseeeessseennes 217

Analisis frente a subtipos y linajes de gripe A y B estacionales en

individuos con enfermedades autOINMUNES ........ccvvveeviieeeeeeeeieeeeeeens 218
CONCLUSIONES 229
RENDIMIENTO CIENTIFICO 235
ANEXOS 239

BIBLIOGRAFIA 243




16



ABREVIATURAS ¢




18



Abreviaturas

Acs
ADN
ARN
ARNmM
BPL
B(Vict)
B(Yam)
CDC
CLH
CPMP
CS

DE

EA
EMA
FDA
GISRS
HA
HAs
HCUV

HPAI

LAL
LAM
LPAI
MGT

NA

Anticuerpos

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Beta-propiolactona

Linaje Victoria de la Gripe B

Linaje Yamagata de la Gripe B

Center for Disease Control and Prevention

Concentrado lavado de hematies

European Committee for Proprietary Medicinal Products
Controles sanos

Desviacion estandar

Enfermos autoinmunes

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
American Food and Drug Agency

Global Influenza Surveillance and Response System
Proteina Hemaglutinina

Anticuerpos Hemaglutinantes

Hospital Clinico Universitario de Valladolid

High Pathogenic Avian Influenza (Gripe aviar de alta patogenicidad)
Intervalo de confianza

Liquido alantoideo

Liquido amnidtico

Low Pathogenic Avian Influenza (Gripe aviar de baja patogenicidad)
Media geométrica de los titulos de anticuerpos

Proteina Neuraminidasa

19



NDEV Numero de dias entre la administracion de la vacunay la extraccion del suero
post-vacunal

NIC National Influenza Centre (Centro Nacional de Gripe)
OIE Organizacion Mundial de Sanidad Animal

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PBS Buffer salino fosfato

PVIG Programa de Vigilancia de la Gripe

RCSCyL Red Centinela Sanitaria de Castillay Leon

RIC Razdn de incremento de la media geométrica de los titulos de anticuerpos
RIH Reaccion de inhibicion de hemaglutinacion

Rpm Revoluciones por minuto

TPP Tasa de proteccion previa

TPV Tasa de proteccion vacunal

TS Tasa de seroproteccion

TSC Tasa de seroconversion

VAD Vacunas de tipo Adyuvado

VFR Vacunas de tipo Fraccionado

20



INTRODUCCION e




22



INTRODUCCION *

INTRODUCCION

Caracteristicas de los virus de la gripe

Historia y clasificacion

Los virus de la gripe A fueron descubiertos y aislados por primera vez en el afio 1930
en el cerdo (1) y posteriormente en el afio 1933 en el ser humano y en hurones (2,3), mientras
que los virus de la gripe B no fueron descubiertos hasta el afio 1939 (4). No fue hasta el afo
1951 en el que se aislé por primera vez un virus de la gripe del grupo C (5), de menor
importancia clinica y solo presente en la poblacion humana, cerdos y perros (6), aungque
también ampliamente distribuido por todo el mundo (7). La investigacion de estos virus desde
su descubrimiento pas6 desde los primeros métodos rudimentarios de cultivo, como por
ejemplo el cultivo en huevos embrionados o la inoculacién en ratones (técnicas que se siguen
realizando en la actualidad) (8), hasta los modernos métodos de deteccion de acidos nucleicos
y de secuenciacion masiva que se utilizan en los laboratorios a dia de hoy. La capacidad de los
eritrocitos por la aglutinacién de virus de la gripe no fue descubierta hasta el afio 1941 gracias
a Hirst (9), lo que permitié realizar los primeros andlisis antigénicos de los aislamientos virales
que aun son de mucha utilidad en la actualidad. Por otra parte, la mejora y puesta a punto de
los procesos de aislamiento y cultivo de los virus de la gripe permitié en la década de 1940
sentar las bases para la produccion de vacunas inactivadas con alta eficacia, siendo desde ese

momento usadas de manera comun hasta nuestros dias. (8)

Los virus de la gripe A, By C pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, cuyo nombre
deriva de la alta afinidad que presentan estos virus por la mucina, proteina que esta presente
en el moco producido por algunas mucosas y en algunos receptores epiteliales, membranas de
los hematies y en el suero (lo que les otorga la capacidad hemaglutinante) (9,10). En esta
familia estan incluidos ademas de los tres géneros de virus de la gripe, otros géneros virales
que infectan a humanos entre otros animales, como los virus Thogoto, Dhori y Batken, y otros

eminentemente zoondticos, como los Isavirus (Tabla 1).

23




* INTRODUCCION

Género Tipo
Influenzavirus A |Virus de lagripe A
Influenzavirus B |Virus de lagripe B
Influenzavirus C  |Virus de lagripe C
Thogotovirus

Thogotovirus Dhori virus
Batken virus
Isavirus Virus de laanemia del Salmén

Tabla 1. Clasificacion de los virus de la familia Orthomyxoviridae.

En la actualidad se esta considerando la creacion de un nuevo género dentro de la
familia Orthomyxoviridae, que corresponderia con el género Influenzavirus D, actualmente
incluido en el género Influenzavirus C pero con una homologia muy baja entre sus genes como
para ser considerados dentro del mismo género (11).Los virus de la gripe B y C son virus que
afectan sobre todo al ser humano, y en mucha menor medida a otros mamiferos como las
focas, perros y cerdos (12-14). Sin embargo, los virus de la gripe A circulan entre un amplio
rango de hospedadores, la mayoria de ellos aves y mamiferos, entre los que se encuentra el
hombre (15).

La nomenclatura estandar internacional de los virus de la gripe se determina en
primera instancia por el tipo de virus de la gripe frente al que nos encontramos, A, B o C
(16,17). Posteriormente se incluye el nombre del lugar del aislamiento, nimero de aislamiento
de la cepa dentro del laboratorio que lo identifica, y por altimo el afio en el que ha sido aislada
dicha cepa. Junto a esta nomenclatura y Unicamente en los virus de gripe A, se suele incluir
entre paréntesis el subtipo frente a la que nos encontramos en funcion del tipo de
hemaglutinina y neuraminidasa presentes en el virién, como por ejemplo “(HIN1)”. En el caso
de los virus de gripe B, al no existir subtipos antigénicamente determinables mediante este
tipo de nomenclatura, Gnicamente se indica la descripcion antes mencionadas. Algunos
ejemplos de este sistema son los siguientes:  A/Brisbane/59/2007  (H1N1);
A/Wisconsin/67/2005; B/Malaysia/2506/2004.

Estructura y composicion genética

Los virus de la gripe forman viriones de tipo envuelto de un tamafio entre 100 y 200
nm de didmetro, y aunque su forma es frecuentemente esférica, se han descrito otros viriones
con formas filiformes que pueden llegar a exceder los 1.000 nm (18,19). El genoma de los virus

de la gripe esta formado por ARN de cadena sencilla y polaridad negativa, formados por unos
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13.500 nucledtidos dispuesto en 8 genes o segmentos que codifican 10 proteinas distintas (20)

(Figura 1).

Negative-

HA

Figura 1. Estructura, disposicion de las proteinas y de los genes constituyentes de un virion

modelo de virus de la gripe. Fuente: Nat Rev Genet. 2007;8(3):196-205 (21).

El exterior de estas particulas virales estd formado por una bicapa lipidica que es
originaria de las células que infecta, por lo que este virus es relativamente inestable en el
ambiente y es facilmente inactivable mediante calor, desecacion o el uso de detergentes (22).
Esta bicapa lipidica se comporta segin el modelo del mosaico fluido y contiene compuestos
como el colesterol y lipidos presentes en la membrana celular del hospedador (23). En esta
bicapa se encuentran alojadas las dos glucoproteinas mas relevantes de los virus de la gripe, la
Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA), que forman alrededor de 1 millar de
proyecciones hacia el exterior de la membrana (1). De estas dos glucoproteinas, la mas
representada es la HA, que supone el 25% de todas las proteinas del virion (1) y el 80% de las
proyecciones de la bicapa lipidica (18). La HA es un proteina homotrimérica transmembrana
(24) con una cabeza globular en el exterior de la bicapa (Figura 2). La funcién principal de esta
proteina es la fijacion del virion a los receptores mucoproteicos de &cido sidlico de la célula
hospedadora del epitelio respiratorio, asi como de los eritrocitos (25). Ademas, la HA
promueve la fusion de la envuelta del virion con el endosoma de la célula para permitir el

internamiento de los componentes viricos en el citoplasma. Por otra parte, la HA es el principal
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antigeno de los virus de la gripe, por lo que este componente es el mayor responsable de la

respuesta del sistema inmune ante la generacion de Acs (26).

HA P W NA :

Figura 2. Esquema de la estructura tridimensional de los dominios membrana y
transmembrana de las proteinas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Fuente: Harris A. et
al. PNAS 2006, 13:19123-7 (27).

La NA es una proteina homotetramérica transmembrana que representa el 5% de
todas las proteinas del virus, y cuya forma tridimensional esta caracterizada por un largo tallo
culminado en una subestructura plana (28,29). La funcion de la NA consiste en la liberacion del
virion de la superficie celular una vez que ha finalizado el ciclo de infeccién, de forma que el
virus pueda continuar su actividad infecciosa. Esta accién sucede como consecuencia de la
capacidad enzimatica de esta proteina por la escision de las glicoproteinas de los receptores
acido sidlico de las células infectadas (30). La acciéon conjunta de la HA y la NA permite el

internamiento y salida de los virus de la gripe en las células susceptibles de ser infectadas.

El gen M (Matriz) codifica la creacion de dos proteinas con estructura y funciones
diferentes (M1 y M2). La proteina M1 es la particula mas abundante en los virus de la gripe, y
se encuentra formando un armazén interno debajo de la bicapa lipidica (18). Directamente
asociada a esta se encuentra la proteina NEP (Nuclear Export Protein) o proteina NS2, que se
encarga de la exportacién de ribonucleoproteinas (RNPS) al citoplasma de la célula infectada
(31,32). Por su parte, la proteina M2 solo esta presente en un namero muy reducido en la
particula virica, y forma canales idnicos trans-membrana que comunican el exterior del virién

con el interior del mismo para permitir el correcto desarrollo de la infeccion (18,33).
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Mas internamente en el virion se localizan los ocho segmentos de ARN monocatenario

que codifican cada proteina viral. Estos genes se encuentran envueltos y protegidos por la
proteina NP o Nucleoproteina (RNPv) (34). El resto de los componentes proteicos (proteinas
PB1, PB2 y PA) forman un nucleo enzimatico con actividad autocatalitica de ARN, cuyo fin es la
duplicacion del material genético del virus y su empaquetamiento posterior dentro de cada
virién (34,35).

Existen otras dos proteinas de las que en la actualidad no se conoce bien su funcién
(NS1 y PB1-F2). Estas dos proteinas se encuentran en las células infectadas pero no se
encuentran presentes en las particulas viricas libres. La proteina NS1 ejerce acciones sobre
todo en la evasién del sistema inmune por parte del virién, asi como la regulacion de los
procesos de expresion génica del ARN (36). Esta proteina se ha localizado en las mitocondrias

de las células infectadas y se ha relacionado con procesos de apoptosis celular (37,38).

Las 11 proteinas descritas anteriormente se generan a través de los 8 genes mediante
mecanismos de splicing o de procesamiento alternativo y de la utilizacion de una fase de

lectura abierta (ORF) (39). La funcién de cada proteina se encuentra descrita en la Tabla 2.

N° Segmento Proteina  Peso Molecular (kD) Funcion
1 PB1 96 o L, .
Transcripcion y replicacion del material
2 PB2 87 -
genético
3 PA 85
I i hesiény fusiénal
4 HAO (HAL, HA2) 80 Glucoproteina de adhesion y fusion ala

célula hospedadora

Componente mayor de la
5 NP 60 nucleocapside. Sintesis de RNA.
Ordenacién helicoidal.

Hidrdlisis del &cido sidlico para salida del

6 NA 60 L
virion
7 M1 17 Maduracion y liberacion del virus
M2 12 Canal i6nico de membrana
8 NS1 25 Funcion desconocida
NS2 12 Funcion desconocida

Tabla 2. Funciones y pesos moleculares de los productos codificados por los ocho segmentos
ribonucleoproteicos presentes en la particula virica. Modificado de R. Ortiz de Lejarazu y R.

Almansa.
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Sistemas de variacion antigénica

Una de las principales propiedades de los virus ARN, y mas concretamente de los virus
de la gripe, es la gran capacidad evolutiva que poseen en comparacion con otros
microorganismos cuya base genética es el ADN. Esta capacidad viene otorgada por un
complejo enzimatico polimerasa muy poco fiable en la inclusion de los nucle6tidos durante la
duplicacion del material genético (40-42), lo que conlleva la aparicion frecuente de
mutaciones en el ARN. Lejos de que estas mutaciones sean no deseables para el virus, como
suele ocurrir muchas veces en la especie humana y en la mayoria de los metazoos, estos
cambios genéticos muchas veces le otorgan ventajas adaptativas que les permiten un mejor
escape al sistema inmune del hospedador o una mayor capacidad replicativa, afectando

directamente en el fitness viral (43).

La tasa de mutacion de los virus de la gripe A es mayor que los virus B, y se estima en
torno a 2,0X10° mutaciones/sitio/ciclo infeccioso (44,45). Ademas, el complejo polimerasa no
posee accién exonucleasa, por lo que no puede corregir los errores introducidos en la
secuencia (22). La tasa de mutacion no es igual en todos los genes que componen al virién,
sino que es mas elevada en aquellos que expresan proteinas que se encuentran en la
superficie, las cuales son las que estan mas en contacto con las células y factores del sistema
inmune del individuo. La presion selectiva que el sistema inmune genera sobre el virus
provoca una continua seleccion de las mutaciones mas ventajosas con el consecuente escape
inmunoldgico del patdgeno, pudiendo existir en un momento dado varias quasiespecies de la

misma cepa infectando simultdneamente a un individuo (45,46) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de aparicion de quasiespecies a partir de un individuo fundador gracias a
un bajo nivel de fidelidad en el mecanismo replicativo del material genético. Fuente: Lauring

Adam S. et al. Nat Rev Microbiol 2013;11(5):327-336 (45).
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Las dos proteinas con mayor poder antigénico en los virus de la gripe son laHA 'y la NA,

y la denominacién tradicional de estos virus deriva de la conjuncion de estos dos tipos
diferentes de proteinas. En la actualidad se han descrito 16 tipos diferentes de HA'y 9 de NA
estando ampliamente distribuidas dentro de la fauna aviar. Sin embargo, existen algunas de
ellas capaces de infectar al hombre y otras especies como el cerdo u otros mamiferos, aunque
en algunos casos no se ha demostrado transmision inter-humana sostenida como en los casos

de las variantes H5 y H7 (Figura 4) (47).
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Figura 4. Distribucion de los diferentes tipos de HA y NA segun las especies susceptibles.

Debido a la alta tasa de mutaciones antes descrita, en los virus de la gripe se dan dos

tipos diferentes de cambios genéticos:

- Variaciones menores o deriva antigénica (Drift antigénico):

La deriva antigénica sucede sobre todo en las glicoproteinas de superficie HA y NA que
estan expuestas al sistema inmune del individuo (48,49). Este tipo de variacion produce un
cambio continuo en estas proteinas que conlleva la aparicion de una nueva cepa muy similar a
la anterior, pero con caracteristicas diferenciales para las cuales la poblacién susceptible no

posee anticuerpos (Acs) especificos. Ante estas situaciones, los mutantes de escape son
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seleccionados y la relativa ausencia de Acs permite a esta nueva cepa dispersarse de forma

eficaz entre la poblacion. Las epidemias anuales de gripe se producen a causa de este proceso
(50).

- Variaciones mayores o reemplazo antigénico (Shift antigénico):

El reemplazo antigénico sucede cuando existe un cambio radical en la composicién
genética de un virus de la gripe, con la consiguiente aparicién de una nueva variante (49,51). Si
este reemplazo genético ocurre en los genes HA y NA, es posible que la nueva cepa tenga la
capacidad de propagarse de forma eficiente o incluso de provocar mayor morbi-mortalidad
entre la poblacion. Este reemplazo genético es el acontecimiento desencadenante de las
grandes pandemias de gripe conocidas hasta la fecha (52,53). Este proceso de reemplazo
genético puede darse por la co-infeccion de varias cepas de gripe de diferente tipo en un
mismo individuo reservorio, lo que puede producir una recombinacién genética entre los 8
segmentos que aporta cada variante. Como consecuencia, se puede obtener un nuevo virus
quimérico que contenga caracteristicas de unos y otros virus implicados en este proceso
(Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de reemplazo antigénico de los virus de la gripe. Fuente: Sandbulte MR
et al. Vaccines 2015;3:22-73 (54).
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Por otra parte, la transmision inter-especifica a través del salto de barrera de especie

puede introducir de forma directa variantes de gripe que no circulen en una determinada
especie, como por ejemplo de las aves al ser humano. Debido a que la proteina HA de los virus
de gripe aviares poseen afinidad por los receptores acido sialico unidos por enlaces a-2-3,
estos virus sufren una imposibilidad fisica por unirse a los receptores a-2-6 tipicos de humanos
y otros mamiferos, imposibilitando este tipo de transmisién (24). Sin embargo, con cierta
frecuencia se han descrito brotes de este tipo de virus en el ser humano (55), de caracter
autolimitado y sin transmisién inter-humana sostenida, hecho que es vigilado constantemente
por la OMS debido a la posibilidad de desarrollo de una nueva pandemia por este tipo de

mecanismo.

En el afio 2009 se produjo el dltimo caso de reemplazo genético que provocé la
aparicion del nuevo subtipo A/HIN1pdmO09, fruto del cuadruple reordenamiento genético de

virus de la gripe procedentes de aves, cerdos y humanos en un hospedador porcino (56).

Ciclo infeccioso de los virus de la gripe

Los virus de la gripe que infectan a humanos se transmiten fundamentalmente por via
aérea y su via de entrada en el individuo es a través de las vias respiratorias. Las células target
de este tipo de virus serdn en primer lugar las del epitelio respiratorio superior e inferior, en
cuya superficie expresan los anteriormente mencionados receptores de &cido sialico de tipo a-
2-6 (57). La unién del virus a través de las proteinas HA a estos receptores promueve la
creacion de vesiculas de internamiento celular que transportaran al virién al citosol de la célula
huésped a través de endosomas, y el bajo pH de estos permite la unién del virion a su propia
membrana lipidica (57) (Figura 6). En ese momento la bomba de protones del virion,
conformada por la proteina M2, acidifica el interior del mismo con la consiguiente liberacion
de las RNPv de la proteina M1, lo que permite que el material genético del virus se interne en
el citoplasma de la célula infectada (33,58). Posteriormente las RNPv son llevadas al ndcleo
celular donde comenzara la replicacion del material genético a través de un sistema de
secuestro de la maquinaria celular (59), generando una ARN polimerasa a partir de los

componentes PB1, PB2 y PA del virus (RdRp) (22).

Para realizar la transcripcion del ARN del viridn, el sistema de secuestro se basa en la
utilizacion de los ARNm (ARN mensajero) de la célula hospedadora en los moldes o primers de
los ARNm del virus, utilizando posteriormente una ARN polimerasa tipo Il de la propia célula

para la elongacion de estos oligonucleotidos (59). Por su parte, la ARN polimerasa RdRp
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escinde pequefias regiones de la caperuza de los ARNm celulares antes descritos, en un

proceso que se denomina “cap-snatching” o “robo de cabeza” (60).
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Figura 6. Ciclo infeccioso de los virus de la gripe. Fuente: Neumann G et al. Nature.
2009;459(7249):931-939 (61).

Posteriormente, el ARNm viral sera llevado al citoplasma donde se realizard la
traduccion de las proteinas, en el aparato de Golgi en el caso de la HA 'y NA, y con mecanismos
mas complejos en el caso del resto de proteinas. En el caso de las proteinas que forman el
complejo RdRp, se unirdn con la NP y el ARN viral para interaccionar con la proteina M1 que las
recubre (36), migrando hasta la membrana plasmatica de la célula en zonas ricas en colesterol
donde se encuentra ancladas las proteinas HA y NA maduras (62). La salida de los viriones se
da por un mecanismo llamado gemacion o budding (59), asociandose al trozo de bicapa lipidica
celular al que estaban ancladas las proteinas maduras. La escision del virus de la célula
hospedadora se da gracias a la acciéon de la NA, que hidroliza los receptores de la membrana

celular, evitando agregacion de los viriones y liberacion al espacio del aparato respiratorio (63).
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Historia epidemioldgica de los virus de la gripe durante los siglos XX y
XXI

Durante el siglo XX y XXI, la poblacién humana ha sufrido varias veces la aparicion
subita de un nuevo tipo de virus de la gripe que se ha distribuido de forma global en un corto
periodo de tiempo, generando un numero muy elevado de casos, y segun el subtipo
emergente, un namero mas elevado de muertes que en las situaciones epidémicas
estacionales. Estos eventos de elevada dispersion de una nueva cepa se denominan
pandemias, y en la actualidad, una de las definiciones més aceptada sobre este evento lo
define como “una epidemia que ocurre a nivel global, o sobre una zona muy extensa, que
cruza las fronteras internacionales y normalmente causa un gran numero de afectados” (64).
Sin embargo, con la aparicion del subtipo de gripe A/HIN1pdmO09 durante el afio 2009, la OMS
ha realizado una aportacion mas técnica que define una pandemia como “la emergencia de un
nuevo patdgeno significativamente diferente a sus predecesores, con las siguientes tres
caracteristicas: capaz de infectar humanos; capaz de causar enfermedad en los humanos;
capaz de transmitirse eficientemente entre humanos” (65). A pesar de esto, una definicién
epidemioldgica también realizada por la OMS mucho més clara de un evento de este tipo
define una serie de fases por las que un patdgeno pasa antes de generar una pandemia (Figura
7)(66).

WHO Pandemic Influenza Phases

Phasa 1 Mo animal influegnza virus circulating among animals have been reported to cause

infection in huma ns.

An animal influenza virus circulating in domesticated ar wild animals is known to have
Phase 2 caused infection in humans and is therefore considered a specific potential pandemic

threat.

An animal or human-animal influenza reassortant virus has caused sporadic cases or
Phase 3 small clusters of disease in people, but has not resulted in human-to-human transmission

sufficient to sustain community-level outbreaks.

Human to human transmission of an animal or human-animal influenza reassortant virus
Phase 4 : - o

able to sustain community-level outbreaks has been verified.

Phase 5 Human-to-human spread of the wirus in two or more countries in one WHO region.

In addition to the criteria defined in Phase 5, the same virus spreads from human-to-
human in at least one other country in another WHO region.

Phase 6

Levels of pandemic influenza in most countries with adequate surveillance have dropped

Post k iod
bl ol below peak levels.

Levels of influenza activity have returned to the levels seen for seasonal influenza in most

Post pandemic period
P pe countries with adequate surveillance

Figura 7. Fases de transicién de un patégeno desde su aparicion hasta la generacién de una

pandemia. Fuente: OMS 2009.
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Siguiendo esta descripcion de fases, una pandemia estaria restringida a la fase 6, en la

que el patégeno emergente se encontraria difundiendo activamente entre la poblacion
humana en al menos dos paises de la misma region OMS, ademas de haberse demostrado
transmision interhumana efectiva en al menos otro pais de otra region OMS diferente (16).
Siguiendo estas premisas, durante el pasado y el presente siglo han ocurrido un total de cuatro

pandemias, las cuales se describen a continuacion (Figura 8):
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Source: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) zo09
Reproduced and adapted (2009) with permission of Dr Masato Tashiro, Director, Center for Influenza Virus Research, National Institute of
Infectious Diseases (NIID), Japan.

Figura 8. Orden cronoldgico de aparicion de los eventos pandémicos de gripe pertenecientes a
los siglos XIX, XX y XXI con los respectivos subtipos gripales emergentes en cada una. Fuente:

ECDC 2009.

- Gripe Espafiola de 1918:

La pandemia de gripe de 1918 fue uno de los eventos con mayor mortalidad de la
historia reciente, al que se le asoci6 un nimero de muertes cercano a los 50 millones de
personas con un ratio de mortalidad cercano al 2,5% (67), y en la que se vio afectada un tercio
de la poblacién mundial, lo que supuso alrededor de 500 millones de personas (68). Este virus,
denominada como “Gripe Espafiola” por las tropas aliadas y alemanas durante la Primera
Guerra Mundial debido a la censura de la época y a la labor de las autoridades por evitar el
conocimiento de la incapacidad de las mismas (69), es un virus del subtipo A/HIN1 del que se
ha sugerido que su origen se debe a un fendémeno de reemplazo antigénico debido a la triple
recombinacion de genes de virus de la gripe originarios de humanos, cerdos y aves durante un

periodo de varios afos (70).

La pandemia de Gripe Espafiola sucedio en tres oleadas consecutivas. La primera de
ellas se registro en la primavera de 1918, y comenzé en Marzo difundiendo el virus por EEUU,

Europa y ciertas partes de Asia. Esta onda duro aproximadamente 6 meses y registrd una alta
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tasa de infectividad pero un valor de mortalidad moderado, muy similar a los valores normales

para una epidemia estacional. La segunda onda pandémica se registré a comienzos del otofio
empezando en los meses de Septiembre-Octubre (71). La difusion del virus en este caso se dio
por todo el globo, registrandose los mayores valores de mortalidad de toda la pandemia,
llegando incluso a tasa de mortalidad del 3%. La tercera onda pandémica comenzo en Enero de

1919y tuvo similares caracteristicas a la anterior con una menor tasa de mortalidad (72).

Una de las principales caracteristicas que tuvo esta pandemia es la alta afectacion y
mortalidad que se registré en el grupo de poblacién de individuos adultos-jévenes (20-40
afos), mientras que no fue tal en las edades extremas de la vida (nifios y ancianos) (1). En
Espafa la pandemia también cursd con tres ondas, registrandose mayor mortalidad en la
segunda de ellas también en el grupo de individuos jévenes-adultos. EI nimero oficial de
defunciones que se registr6 en este pais a raiz de la pandemia fue de alrededor de 140.000,
muchas de ellas causadas por bronconeumonias fulminantes o por sobreinfecciones bastante

frecuentes por Haemophilus influenzae (1).

Las causas por las que la aparicion de una nueva cepa de gripe A caus6 una pandemia
sin precedentes con una mortalidad tan excesiva ha sugerido hip6tesis muy controvertidas,
aunque la causa de este exceso de mortalidad parece radicar en su origen. En la actualidad
existen discusiones acerca de la exactitud de la procedencia de cada gen de este virus, aunque,
como se ha comentado anteriormente, algunas de las hip6tesis apuntan a que el origen puede
ser triple recombinante (70). Sin embargo, gracias a los analisis reconstructivos de secuencias
se conoce que la aparicion de este nuevo subtipo es probable que no se deba a la inclusién de
nuevos genes de un virus que ya circulaba entre la poblacion humana, sino que el origen mas
probable es aviar desde un subtipo desconocido muy diferente a los subtipos aviares actuales
(73,74). Estos analisis reconstructivos revelaron que el gen de la HA poseia un cambio
aminoacidico que permitié al virus aviar reconocer los receptores de &cido sialico a-2-6
presentes en los humanos, lo que permitio al nuevo virus diseminarse rapidamente entre la

poblacion humana.

El mecanismo exacto por el que este virus fue altamente patogénico en la poblacién es
aun desconocido. Algunos estudios recientes han desvelado que algunas de las cepas aviares
actuales de tipo HPAI (High Pathogenic Avian Influenza) tienen genes muy similares al virus de
1918 que solo difieren en pocos aminoacidos (75), por lo que la alta patogenia de esta cepa

podria estar relacionada con los mecanismos actuales que caracterizan a virus aviares como
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A/H5N1 y A/H7N9. Por otra parte, la alta tasa de mortalidad que se registrd en la poblacion

joven-adulta puede derivar de la exposicion que estos sujetos tuvieron en la infancia frente a
la antigua cepa A/H3N8 que se estima circul6 durante los afios 1890 (76). Debido a esto, esta
poblacion seria posteriormente susceptible a un linaje H1 ya que no tuvo la oportunidad de
establecer su primer contacto en la vida con este subtipo, como si lo hicieron posteriormente
los nacidos anteriormente a esta fecha y también los que nacieron a partir de 1900, los cuales

estuvieron en contacto con la cepa A/H1N8 (76)(Figura 9).

Estos hallazgos suponen una valiosa leccion para conocer los mecanismos que pueden
darse en la actualidad que permitan a un virus aviar adaptarse al ser humano y generar una
pandemia. Con la aparicién de la nueva variante A/H2N2 en 1957, los linajes derivados de la
cepa A/HIN1 de 1918 desaparecieron, aunque quedaron ligados al cerdo como ente

enzoonotico (71).
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Figura 9. Subtipos de gripe A circulantes con las que la poblacién nacida antes de 1918 tuvo su
primer contacto y exceso de mortalidad segin grupos etarios en la gripe de 1918. Fuente:

Worobey M et al. Proc Natl Sci USA. 2014;111(22):8107-8112 (76).

- Gripe Asiatica de 1957:
A comienzos del afio 1957 surgié un nuevo virus de la gripe en la provincia china de

Kwichow y difundié por todo el mundo en un plazo de tan solo 10 meses desde su aparicion
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(77). La pandemia sucedi6 en dos ondas, distribuidas entre el afio que aparecio y el comienzo

de 1958. Este virus fue denominado como A/H2N2, y pese a su elevada difusion, provocé solo
un leve incremento de la mortalidad con respecto a la gripe estacional que no pudo ser en
ningun caso comparado con el provocado por la gripe espafiola, causando de forma global en
torno a 2 millones de muertos, frecuentemente en personas con co-morbilidades o con
infecciones bacterianas subsecuentes (78). En Espafia este virus se estima que provoco en

torno alos 6,7 millones de casos (1).

El analisis genético del subtipo A/H2N2 mostré que el virus surgid por un proceso de
recombinacion genética entre cepas aviares y los virus de la gripe humana A/HIN1
previamente existentes, sustituyendo los genes HA, NA y PB1 de la gripe derivada de los virus
de 1918 por segmentos de virus aviares (79) (Figura 10). Los analisis seroldgicos demostraron
que en la poblacion mayor de 70 afios existian Acs capaces de reconocer esta cepa, por lo que
se estima que antes de su aparicion tuvieron que haber circulado virus similares a este a
finales del siglo XIX, lo que explicé también la menor afectacion de este grupo etario durante
los afios 1957-58 (1).

1018 1957 1968 1978 1977

»

«EIEETE

e 1998
[ ——

{51

Suigppsd

(%)

Moeth American
“Classical” Swine HIM1

=X

By
Sefhzrdd
H

r;@z@of

geggEag
EE

Awian

PR 200 aane Trgle Aeassortsni Bandemic HINE
Influsnen I Din Swing HIKE
Cana Pool

ﬁ
|

x ........... - ﬁ tx
1518 Human Heamarged Seasorwl HiN1
HiH1 mﬁ L]
- —TX
L)
- {riinct
=5

Humsn HINT
(HEL AL PR e

o

[ 4

i

g

i

a

2
E &

TeEtzed
w

Human HEN2
[H3, Farws PE Iram
avian source)

Seascnnl HINZ

Figura 10. Cronologia de los fendmenos de recombinacion genética entre los diferentes genes
de virus de la gripe A en los siglos XX y XXI. Fuente: National Institute of Allergy and Infectious
diseases 20009.
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Posteriormente a la emergencia de este virus, este comenzd a circular de forma

estacional pasados dos afios hasta la aparicion del subtipo A/H3N2 en 1968 (80),

documentandose Unicamente dos variantes menores en los afios 1962 y 1967 (1).

- Gripe de Hong Kong de 1968:

La pandemia del afio 1968 fue producida por la aparicion de una nueva variante de
gripe A denominada A/H3N2. Este virus aparecié por primera vez en la Republica Popular de
China, y se extendié rapidamente en los primeros meses por todo el sureste asiatico, siguiendo
un patrén de dispersion similar al observado en la pandemia del subtipo A/H2N2 en el afio
1957 (81). Sin embargo, una de las grandes diferencias con respecto a la pandemia precedente
fueron las diferentes tasas de mortalidad registradas en los diferentes paises afectados, como
en EEUU donde en la primera onda pandémica se observaron valores similares a los
registrados en 1957, mientras que en otros puntos la mortalidad fue muy similar a la de la
gripe epidémica (1). La morbilidad de esta nueva variante de gripe fue muy elevada durante las
dos ondas registradas, ya que la dispersion de la nueva gripe por el mundo fue bastante

rapida.

El origen de esta nueva cepa fue fruto de la recombinacion de la mayoria de los genes
de la antigua cepa A/H2N2 que dio lugar a la pandemia de gripe asiatica con genes de HA'y PB1
de virus aviares (82,83). Este origen aviar, que otorgd una HA muy similar a la que estaba
presente en los virus A/H3N8 circulantes antes de 1918 (76), puede estar detras de la mayor
incidencia de esta cepa en la poblacion joven-adulta, y no en la poblaciéon anciana que ya

estuvo en contacto en los primeros afios de su vida con este tipo de hemaglutinina.

Posteriormente a esta pandemia, el subtipo A/H3N2 ha continuado circulando hasta el
presente en la poblacibn humana en forma de epidemias estacionales, observandose
progresivamente una variacion debida al drift antigénico sufrido durante todos estos afios. La
adaptacién que este subtipo ha sufrido hacia el ser humano desde su aparicion hasta nuestros
dais ha provocado incluso que actualmente la propagacion de este virus en huevos

embrionados de gallina sea practicamente imposible (84).

- Gripe pandémica de 20009:
La gripe pandémica del afio 2009 es el ultimo evento pandémico registrado entre la

poblacion humana en el que un virus de la gripe ha sufrido una apariciéon subita y se ha
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dispersado por toda la poblacién. Este evento fue de gran relevancia para la comunidad

cientifica porque permitié estudiar en tiempo real el desarrollo de una pandemia con los
medios actuales, aumentado superlativamente el conocimiento sobre los virus de la gripe y

sobre los mecanismos que permiten la aparicion de este tipo de eventos.

El subtipo implicado en esta pandemia se bautiz6 como A/H1N1pdm09. El origen del
mismo es cuadruple recombinante, pues esta formada por los genomas de virus aviar, porcino
clasico, porcino euroasiatico y linaje humano (61,85,86). El origen porcino norteamericano
clasico aport6 los genes HA, NP, NS1 y NS2, mientras que el linaje euroasiatico aportd los
genes NA, M1y M2. Por su parte, el linaje aviar aport6 los genes PB2 y PA, y el linaje humano

procedente de la cepa A/H3N2 aport6 el gen PB1 (Figura 11).

Gene Segments, Hosts,
and Years of Introduction
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~1918 HA, NP, NS M
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HA, NP, NS NS
~1979 NA, M Eurasian 2009 A(H1N1)
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Figura 11. Procedencia de los genes componentes del virus cuadruple recombinante

A/H1IN1pdmO09 emergente en el afio 2009. Garten RJ et al. Science 2009;325:197-201 (85).

La dispersion de este nuevo subtipo de gripe comenz6 a principios del afio 2009, en el
que se observd un aumento significativo de los casos de neumonia de origen viral
declarandose un total de 845 casos y 59 muertes en la capital de México. Este nuevo virus fue
identificado posteriormente como A/HIN1pdmO09 (87), asegurando que se trataba de un virus

de alta transmisibilidad pero de baja virulencia (88,89).
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El dia 26 de Abril de 2009 la OMS declar6 el estado de emergencia de Sanidad Publica

de importancia internacional, y el dia 11 de Junio de 2009 declaré el nivel de alerta de
Pandemia nivel 6 al haberse extendido este nuevo patégeno por 74 paises (36). La pandemia
curso con dos ondas netamente diferentes. La primera de ellas comenzé en el lugar de origen
del brote y se extendi6 rapidamente por EEUU y posteriormente por el resto del hemisferio
norte entre los meses de Abril a Agosto. La segunda onda pandémica comenzé en Septiembre

dando lugar a una dispersion del virus mucho mas elevada por todo el globo (36).

De forma similar a lo ocurrido en otras pandemias anteriormente mencionadas, la
gripe de 2009 afect6 sobre todo a la poblacion joven-adulta, produciendo una casuistica
significativamente menor de la esperada en el estrato de poblacion anciana. La gripe
A/HIN1pdmO09 se caracterizd6 por una afectacion mayor de la poblacion que poseia
enfermedades de tipo crénico o factores predisponentes (90), y por una tasa de mortalidad
muy reducida, similar a la registrada en las epidemias estacionales de gripe. Finalmente, la

OMS declaré en Agosto de 2010 el final de la pandemia con un total de 18.449 muertes.

Ademas de estos cuatro eventos pandémicos de gran relevancia para la humanidad,
durante los dos altimos siglos han ocurrido otra serie de eventos singulares, en los cuales han
aparecido otros subtipos de virus de la gripe, que si bien no han logrado hasta el momento
elevar la alerta sanitaria hasta niveles como los previamente descritos, si que han requerido

una atencién mas detallada de su evolucion. Estos eventos se describen a continuacion:

- Pseudopandemia de 1947:

La pseudopandemia de 1947 ocurri6 por la aparicion de una variante de gripe A/HIN1
notablemente diferente de las gripes procedentes de la cepa de 1918 que produjeron
epidemias estacionales en la década de 1940. Este evento comenz6 con un brote a finales de
1946 en zonas militares ocupadas por tropas japonesas, coreanas y estadunidenses a finales de
la Segunda Guerra Mundial, dispersandose posteriormente por las bases militares de EEUU
como Fort Monmouth en New Jersey (el lugar que dio nombre a esta cepa: A/Fort
Monmouth/1/47) (78). A este evento se le denomin6 como “pseudopandemia de 1947”
debido a que la dispersién del virus fue bastante elevada pero su mortalidad muy baja (91). El
origen de este virus parece ser la evolucion paralela de un brazo filogenético de las cepas del
subtipo A/H1IN1 circulantes en los afios anteriores, el cual no habria producido epidemias

detectables hasta su emergencia en 1947 (92).
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Uno de los eventos mas relevantes de esta pseudopandemia es el fallo total de

vacunacion que se observo con respecto a la cepa administrada en la vacuna ese afio, la cepa
A/Weiss/43, la cual si fue efectiva en las temporadas de gripe de 1943-44 y 1944-45. Los
estudios antigénicos realizados en esas fechas para dicha cepa revelaron un cierto porcentaje
de variaciéon no suficiente como para promover una pérdida de eficacia vacunal tan elevada
(91), por lo que en la actualidad la aparicion de este evento sigue siendo un misterio.

Posteriormente este mismo efecto se revel6 también con modelos murinos (91).

Segun los postulados de ED Kilbourne (91), el hecho de que la emergencia de esta cepa
no provocara una pandemia pudo deberse a que, pese al porcentaje reducido de homologia
entre cepas anteriores y la nueva, esta si producia una cierta estimulacion del sistema inmune
suficiente como para que la poblacion pudiera combatir el virus y moderar el flujo de la
epidemia. Esta delgada linea propuesta por este autor consistente en el porcentaje de
homologia entre una cepa circulante y otra emergente parece ser la clave determinante por la

gue una nueva cepa puede llegar a provocar una pandemia global.

- Reaparicion de la cepa A/HIN1 en 1977:

La gripe Rusa o Gripe Roja surgi6 como la reaparicion del subtipo A/HIN1
desaparecida desde la década de 1950 tras la aparicion de la variante A/H2N2 en 1957 (77).
Este virus fue documentado por primera vez en Noviembre de 1977 en la antigua Unién
Soviética, provocandose una rapida dispersion entre la poblacion joven menor de 25 afios
causando un sindrome respiratorio leve-moderado con sintomas clasicos de gripe (78). Esta
mayor afectacion de los individuos menores de 25 afios se debi6 a la ausencia en la circulacién
del subtipo A/H1N1 a partir de 1957, ya que fueron reemplazadas por los subtipos A/H2N2 y
A/H3N2 antes descritos, por lo que la poblacion nacida en este intervalo de tiempo nunca

habia estado expuesta a estos virus comportandose inmunolégicamente como personas naive.

Los estudios filogenéticos mostraron que la homologia entre los genes de la gripe de
1977 (cepa denominada como A/USSR/90/77) y las gripes observadas en la década de 1950 era
muy elevado (93-95), por lo que se postuld que esta cepa debia proceder directamente de
estas. Sin embargo en la actualidad no se ha encontrado la causa concreta por la que un virus
ha permanecido invariable genéticamente durante mas de dos décadas, aunque una de las
hipotesis mas aceptadas es que esta cepa procedi6 de un espécimen congelado, que

probablemente se propag6 por un incidente de laboratorio (96,97).
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Este subtipo finalmente se reintegr6 en la circulacién epidémica, provocando

epidemias estacionales junto con el subtipo A/H3N2 hasta su completa desaparicion en el afio

2009 con la aparicion de la nueva variante A/HIN1pdmO9.

- Brote del subtipo A/H5N1 de 1997:

En 1997 se document6 la transmision del virus A/H5N1 de las aves al humano en un
brote en Hong Kong, en el que se infectaron un total de 18 personas, 6 de las cuales murieron
a causa de este virus. Posteriormente a este brote se ha documentado un goteo lento pero
continuo de casos de transmision de aves al ser humano hasta el afio 2015, alcanzdndose un
total aproximado de 850 casos registrados hasta el afio 2015 con una mortalidad cercana al
53% (98). Este brote esta circunscrito sobre todo a paises del sureste asiatico y de Oriente

Medio, en los cuales el manejo de las aves de corral, sobre todo en mercados, es muy habitual.

Este nuevo virus es eminentemente aviar y su transmisién esporadica al ser humano
produce sintomas clasicos ademds de diarrea, leucopenia, linfopenia y trombocitopenia. Los
pacientes suelen morir tras evolucionar a neumonia y fallo multiorganico. La infeccion y
mortalidad se focaliza sobre todo en pacientes jovenes y nifios, y el mayor riesgo de contagio
se da por exposicion directa con aves infectadas. El virus actualmente, tanto en aves como en
humanos, ha demostrado una cierta estacionalidad, siendo mas prevalente durante los

periodos invernales (98).

Desde la aparicion de este virus, se han descrito 10 subclados que sobreviven en aves
acuaticas migratorias de Asia, no siendo un subclado concreto el que mayormente ha
infectado al ser humano, sino que se han descrito casos de virus procedentes de los subclados
1,2y 3(99). La aparicion de casos asintomaticos es muy infrecuente, y por el momento no se
ha demostrado transmision inter-humana sostenida (100). Sin embargo, con el fin de evitar
que esto suceda, la OMS posee un plan de vigilancia para prevenir que el virus pueda provocar

una pandemia mundial (101).

- Brote del subtipo A/HIN2 de 1994
El virus de la gripe aviar A/HON2 fue aislado por primera vez en 1994 en la provincia
China de Guangdong (102), y ha causado brotes de diversa entidad entre la poblacion humana
desde el afio 1999 hasta la actualidad en el sureste asiatico (103). Este virus estd ampliamente
distribuido en aves asiaticas, mientras que en zonas de Norteamérica no se ha encontrado

evidencia de su dispersién (104,105). La transmision de este virus ha sido documentada entre
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las aves por via aérea, alimentos o incluso por el agua, pero hasta el momento no parece que

exista una transmisién sostenida entre humanos, dandose Unicamente de forma esporadica
entre las aves y estos Ultimos (55). Sin embargo, algunos estudios sugieren que de un 2 al 4%
porcentaje de trabajadores de granjas avicolas poseen altos niveles de Acs frente a esta cepa,
por lo que la infeccion subclinica podria darse de forma frecuente entre poblacién expuesta
(106).

De forma diferente al virus A/H5N1, en el subtipo A/HIN2 si se ha demostrado
transmision inter-especifica de aves a mamiferos como los cerdos, por lo que casos de co-
infeccién en este tipo de animales entre virus humanos como el A/H3N2 y esta cepa pueden
aumentar las posibilidades de generar virus recombinantes capaces de producir pandemias
(103). De hecho, se ha demostrado que esta cepa posee receptores muy similares a los
presentes en el subtipo A/H3N2 (107), e incluso mutaciones similares a A/H2N2 y a A/H3N2 en
las glicoproteinas de superficie, por lo que este subtipo puede potencialmente adaptarse para

infectar al ser humano.

- Brote del subtipo A/H7N9 de 2013:

El reciente brote de gripe aviar de 2013 fue causado por el subtipo A/H7N9 que
emergi6 en la provincia China del delta del rio Yangtze, causando un total de tres infectados y
dispersandose posteriormente por 18 provincias de la zona (108,109). La composicién genética
del virus reveld que el gen HA 'y NA procedian de virus aviares Euroasiaticos y el resto de los 6
genes procedian de la cepa A/HIN2 (110). En este tipo de casos se observo, al igual que en los
brotes aviares anteriores, una conexion directa entre la enfermedad y la exposicion a aves en

mercados o mataderos.

Los datos de laboratorio analizados en China demostraron que este subtipo mostré un
una tasa de mortalidad del 30% (109). Sin embargo y pese a este dato, tanto el subtipo
A/HIN2 como A/H7N9 han sido categorizados como LPAI (Low Pathogenic Avian Influenza). A
diferencia de las anteriores virus aviares descritos que eran frecuentemente encontradas en
reservorios aviares estabulados, el subtipo A/H7N9 posee un reservorio aviar mas relacionado
con las aves vendidas en los mercados, por lo que supone un mayor riesgo de transmision a la

poblacion general en zonas del sureste asiatico (111).
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Epidemiologia de las infecciones por virus de la gripe

La circulacion de los virus de la gripe sucede en periodos epidémicos donde uno o mas
subtipos circulan en una poblacién determinada, causando de forma general un porcentaje de
afectacion de entre el 10-20% en dicha poblacién, o incluso pudiendo llegar a veces a indices
del 40-50% en funcion de las caracteristicas especificas del virus (112). Estas epidemias se
suelen asociar con un aumento de la morbilidad y de la mortalidad expresada por lo general en
un aumento de las neumonias, nimero de hospitalizaciones y fallecimientos asociados a esta
afeccion durante el periodo epidémico (99). Estos periodos epidémicos comienzan
normalmente con la aparicion esporadica de casos de gripe entre la poblacién, lo que precede
a la explosion epidémica. Posteriormente, la epidemia comienza de forma brusca, alcanzando

el valor maximo de casos en 5-6 semanas desde la aparicion del brote inicial (113).

Las epidemias de gripe suceden de forma diferente en funcion de la latitud, ocurriendo
en los meses frios y himedos del hemisferio norte y sur, mientras que en las zonas tropicales
no existe un periodo de maxima incidencia sino que la gripe circula durante todo el afio (99).
Por otra parte, los virus de la gripe circulan en ambos hemisferios previamente a la explosién
epidémica durante los meses de verano y otofio, determinando lo que se denomina como
ondas precursoras, que acontecen a los virus que probablemente circulen la temporada de

gripe siguiente.

En Espafia, el patron epidémico tipico de la gripe provoca un aumento de casos y de
detecciones de estos virus a partir de la segunda o tercera semana del mes de Enero, llegando
normalmente al pico de la onda epidémica a comienzos del mes de Febrero y alcanzandose
tasas de incidencia de gripe que varian entre 250-300 casos por 100.000 habitantes/semana en

funcion de cada temporada (114) (Figura 12).
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Figura 12. Perfil epidémico del virus de la gripe medido como tasa de incidencia semanal y
numero de detecciones virales. Temporada 2013-2014. Fuente: CNE-Sistemas de Vigilancia de

la gripe en Esparia (114).

La transmisibilidad de los virus de la gripe es relativamente baja con una R, (nUmero
basico de reproduccién) por debajo de 2 (80). Su transmision es por via aérea, contacto
personal con secreciones respiratorias y también por contacto con fémites infectados. Esta
transmision muchas veces esta determinada por el hacinamiento en espacios cerrados que
sucede en la poblacién durante los meses invernales. El nivel de afectacion que la gripe ejerce
sobre un grupo poblacional durante una epidemia esta determinado por una parte por la
inmunidad que dicha poblacion posee con respecto a los virus circulantes, y, por otro lado por
la deriva genética sufrida por la nueva cepa de gripe con respecto a las anteriormente

circulantes.
La gripe suele presentar una curva de incidencia relacionada con la edad en forma de

“U” (Figura 13), siendo los nifios y jovenes la subpoblacion con mas ndmero de

hospitalizaciones y los ancianos la que mas mortalidad registra (115).
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Figura 13. Gréfico de incidencia por grupos etarios en funcion del nimero de consultas,
hospitalizaciones y mortalidad. Extraido y modificado de: Glezen WP et al. Age distribution of
patients with medically-attended illnesses caused by sequential variants of influenza A/HIN1.:
comparison to age-specific infection rates, 1978-1989. Am J Epidemiol. 1991 Feb 1;133(3):296—
304 (115).

Este patron en “U” suele desfigurarse con la aparicion de eventos pandémicos como la
gripe de 1918, en el cual la curva de afectacion etaria adquirié una forma en “W” debido a la
mayor incidencia de casos graves entre la poblacién joven-adulta (71). Este tipo de eventos no
siguen un patron epidémico tipico, sino que en ellos suelen producirse ondas de mayor o
menor incidencia en funcion de las caracteristicas del virus emergente y de la inmunidad pre-
existente en la poblacion susceptible. Estas ondas ademas no se adaptan a los periodos
clasicos de circulacion de la gripe durante los meses invernales, y pueden registrarse en
cualquiera parte del afio, como en el afio 2009 en el que el pico de méaxima actividad de la

pandemia se registré durante los meses de Septiembre y Octubre (36).
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Respuesta inmune humoral ante la infeccion por virus de la gripe

La respuesta inmune humoral forma parte de la respuesta adaptativa del sistema
inmune ante la presencia de un patégeno. Esta respuesta humoral se basa en la produccion de
Acs por parte de las células B de memoria. Ante una re-estimulacion por un virus de la gripe,
estos Acs son répidamente producidos a nivel local en el tracto respiratorio pero también a

nivel sistémico.

Ante una primo-infeccion por un subtipo concreto de virus de la gripe, la activacién de
las células B se da a partir de un estado pro-inflamatorio mediado por la inmunidad celular, en
el que se liberan grandes cantidades de citoquinas como la IL-4 e IL-5 (116). Una vez que estas
células B reconocen especificamente el antigeno con los receptores de membrana,
evolucionaran posteriormente a células plasmaticas productoras de Acs, que comienzan a
producir una respuesta inflamatoria primaria liberando IgM de baja afinidad detectable en tan

solo 5 dias después de la infeccion (117) (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de la respuesta inmune humoral en términos de concentracién de Acs en

suero tras una infeccion y un estimulo secundario por virus de la gripe.

Por otra parte, algunas de las células B que han reconocido antigenos se transformaran
en células B de memoria, las cuales producirdn Acs de mayor afinidad y de mas larga duracién,

como IgG, IgA e IgE, que se liberaran inmediatamente en caso de sufrir una re-infeccién
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posterior (117). La funcion de estos Acs es neutralizar el virus, reducir la replicacion y la

difusién por otras partes del organismo, ademas de contribuir al aclaramiento del virus por
parte de todo el sistema inmune (118), lo que ocurre normalmente en un lapso de tiempo de

entre 1y 2 semanas.

La utilidad de los Acs una vez se ha producido la infeccidn es bastante limitado (36). Sin
embargo su uso es realmente relevante para evitar las infecciones futuras, siendo el
mecanismo principal de funcionamiento de las vacunas. Pese a la gran proteccidn que este tipo
de inmunidad produce, uno de sus talones de Aquiles es la gran presion selectiva que produce
en los virus de la gripe, ya que este fendmeno, junto con la alta tasa de mutacion de estos (44),
son los responsables de la continua deriva antigénica anteriormente descrita (50),
especialmente en el gen de la HA que es el mas inmunodominante (80). Este fendmeno es el
desencadenante de las continuas epidemias que se suceden afio tras afio en los paises de

clima templado.

A pesar de esto, actualmente existen estudios que han evidenciado la creacién de Acs
frente a epitopos muy conservados dentro del virus, incluso en ciertos dominios de la proteina
HA (119-125). Se ha postulado que estos Acs son capaces de reconocer diversos subtipos de
virus de la gripe, pudiendo ofrecer una proteccion cruzada que pueda ser la causa de la
desaparicion de ciertas cepas epidémicas (80), ademas de que pueda ofrecer la clave para el
disefio y fabricacion de vacunas universales (126-128). Este fendmeno de inmunidad cruzada
ha sido descrito frente al subtipo A/HIN1pdm09 que aparecio en el afio 2009, sobre todo en
poblacion nacida antes de la década de 1970 (129). Actualmente no se conoce que nivel de
proteccién cruzada puede generar la presencia de epitopos compartidos, sin embargo se ha
descrito que la simple presencia de zonas parcialmente homélogas puede producir niveles

significativos de proteccion frente a virus heterosubtipicos (130,131).

La eficacia vacunal y el nivel de inmunidad previa a la vacunacion se puede medir
facilmente mediante analisis de microneutralizacion o ensayos de reaccion de inhibicion de
hemaglutinacion (RIH). De hecho, el titulo de Acs puede actuar como predictor del nivel de
proteccién que puede estimarse en un determinado individuo. Asi, mediante la RIH, algunos
autores han determinado que un titulo de Acs de 1/40 se corresponde con una reduccion del
50% en el riesgo de contraer gripe por parte de un individuo adulto de una poblacion
susceptible (132,133).
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Por otra parte, la actividad del sistema inmune, y en concreto de la respuesta humoral,

estd muy influenciada por las caracteristicas especificas de cada individuo de una poblacion. En
la poblacion mayor de 65 afios la capacidad del sistema inmune de elaborar una respuesta
compleja ante una infeccion natural o frente a la vacunacion esta disminuida con respecto a
los individuos més jovenes, debido fundamentalmente a fendmenos de inmunosenescencia
(134-136). Esta senescencia del sistema inmune no solo ocurre frente a una primo-infeccién
por un subtipo de virus de la gripe nuevo, sino también para la activacion de las células B de
memoria ante un subtipo ya conocido ya sea por infeccion natural o por la vacunacion (134—
137). De esta misma manera ocurre en otros grupos poblacionales considerados de riesgo en
el caso de una infecciobn por virus de la gripe, como por ejemplo los pacientes con
enfermedades crénicas, embarazadas, o en pacientes inmunodeprimidos por procesos
infecciosos cronicos (SIDA) o por procesos que requieran medicacién inmunosupresora
(pacientes con enfermedades autoinmunes, trasplantados, etc.) (138-140). Teniendo en
consideracién estos principios, para grupos poblacionales como las personas mayores de 65
afos o los individuos con enfermedades autoinmunes un nivel de Acs con titulo de 1/40 puede
no ser suficiente en algunos casos, llegando a precisar titulos méas elevados para alcanzar una

proteccion similar a otros grupos poblacionales.

49



* INTRODUCCION

Vacunacién frente a los virus de la gripe

Las vacunas, el mayor avance médico de los siglos XX y XXI

Las vacunas son compuestos bioldgicos utilizados para promover y obtener una
inmunizacion activa y artificial contra una enfermedad especifica (8). Actualmente, son uno de
los avances médicos que mas ha alargado la esperanza de vida de la poblacion tanto en paises
desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo (141). En 1931, el descubrimiento por
parte de Ernest William Goodpasture de que los virus de la gripe eran capaces de crecer en la
membrana corioalantoidea de huevos embrionados de gallina (142), supuso una revolucion

que permitiria el posterior desarrollo de las primeras vacunas frente a estos virus (Figura 15).

Las primeras vacunas monovalentes de la gripe fueron puestas a punto en 1938 gracias
a trabajos de Thomas Fracis, Jonas Salk, Wilson Smith y Macfarlane Burnet (143). No fueron
ampliamente utilizadas sin embargo hasta los afios 1940, administrandose sobre todo entre los
soldados de la Segunda Guerra Mundial y ya incluyendo virus de la gripe Ay B en su

composicion, siendo las primeras vacunas bivalentes utilizadas (143).

Figura 15. El Dr. Eric French con su asistente Joan realizando los primeros experimentos de

inoculacion de virus de la gripe en huevos embrionados de gallina.
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Posteriormente a estos descubrimientos que determinaron el arranque de la

vacunacion frente a la gripe, el descubrimiento de la deriva antigénica que sufrian estos virus
genero la necesidad de una continua mejora de los procesos de fabricacion y de adaptacion de
la formulacion vacunal con las cepas circulantes en las epidemias de gripe. No es hasta el afio
1978 en el que se disefid una vacuna que incluy6 por primera vez dos cepas de gripe A (HIN1y
H3N2) ademas de una cepa de gripe B en la composicion, creando la vacuna trivalente anual

que se utiliza actualmente (144).

En la actualidad y desde los comienzos histéricos de propagacion de virus de la gripe
en los laboratorios, gran parte de las vacunas se realizan mediante tecnologia de inoculacion
en huevo embrionado de gallina (145). Sin embargo, existen otros métodos mas modernos que
utilizan cultivos celulares mucho mas adaptables a virus humanos puestos a punto para uso en
desarrollo clinico a partir del afio 2005, aunque su desarrollo se lleva realizando desde 1961
(144).

Mecanismos de desarrollo de las vacunas antigripales

La fabricacion de las vacunas antigripales conlleva un proceso complejo de vigilancia
epidemioldgica para concretar las cepas que deben ser incluidas en su formulacion. Esto se
debe al fendmeno de deriva antigénica anteriormente descrito, el cual provoca que cada afio
las cepas de gripe circulantes varien genética y antigénicamente con respecto a las anteriores
(49), lo que implica que la inmunizacién de la poblacion mediante la vacunacion requiera de
una constante actualizacion. Esta labor de vigilancia es llevada a cabo por los 142 Centros
Nacionales de Gripe adscritos a la OMS en 113 paises del mundo (datos del afio 2015)(146), los
cuales monitorizan la tendencia de circulacion de los virus de la gripe y reportan los resultados

a los cinco grandes centros colaboradores y de referencia distribuidos por el mundo.

Gracias a esta labor, las nuevas variantes menores descritas por estos centros son
caracterizadas molecularmente asi como por métodos antigénicos, determinando cual es la
evolucién natural de los diferentes subtipos circulantes e identificando las mutaciones
observadas en estos (8). Estos datos en conjunto con los obtenidos de la evaluacion de la
eficacia de las vacunas administradas en otras temporadas, los datos epidemiolégicos actuales
y las caracteristicas de crecimiento de las cepas analizadas, se someten a valoracion por los
distintos expertos en gripe en la reunion anual de la OMS (WHO Vaccine Composition Meeting)

(147). En esta reunion se deciden cuéles van a ser las cepas recomendadas para la formulacion
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de la vacuna trivalente anual de la temporada gripal siguiente. Estas recomendaciones deben

estar preparadas de 6 a 9 meses antes de la distribucién del producto final.

Medios de fabricacion de las vacunas antigripales
En la actualidad, la industria farmacéutica encargada de la realizacion de las vacunas
antigripales usa fundamentalmente tres metodologias diferentes para su fabricacion, las

cuales se muestran a continuacion:

- Vacunas generadas a partir de huevos embrionados:

Es el método méas comunmente utilizado para la fabricacién de vacunas para la gripe
en la actualidad y a la vez el mas antiguo de todos. Actualmente se usa para la fabricacion de
vacuna inactivada de administracion intradérmica y vacuna atenuada para esprais nasales
(148). El proceso de creacion de la vacuna a partir de huevos embrionados comienza con la
cesion por parte de los Centros de Gripe referencia o por parte de los CDC (Center for Disease
Control and Prevention), de cepas de gripe cultivadas en huevos embrionados siguiendo las
regulaciones de la FDA (American Food and Drug Agency) a las empresas farmacéuticas que
realizan los procesos de fabricacion. Estos virus son después inoculados por estas compafiias
en huevos embrionados para obtener suficiente stock del virus. En el caso de vacunas
inactivadas, estos virus después de su propagacion son inactivados, purificados y testados. Sin
embargo, para las vacunas atenuadas, los virus obtenidos de la inoculacion en huevos
embrionados sufren un proceso ligeramente diferente. El protocolo de fabricacion continta
con la valoracién y revision de seguridad por parte de la FDA, quien dara el visto final para su

comercializacion (148).

- Vacunas generadas a partir de cultivo celular:

Las vacunas generadas mediante el uso de cultivos celulares para el uso humano
fueron aprobadas por primera vez en 2012 por la FDA (149). La produccién comienza de igual
modo con la aportacion de los virus cultivados a partir de huevos embrionados por parte de los
Centros de Gripe Referencia o de la FDA a las empresas farmacéuticas. En este caso, los virus
son posteriormente cultivados en distintas lineas celulares de mamifero, de los cuales se
recogerd posteriormente el sobrenadante de cultivo y se realizardn los mismos procesos de
purificado y de aprobacion por parte de la FDA anteriormente expuestos para las vacunas de
huevos embrionados. Este proceso es mucho mas simple, menos costoso, mas rapido y atenta
menos contra los derechos de los animales al no usar huevos embrionados para su produccion

(148). Por otra parte, actualmente se ha postulado que la creacion de vacunas a partir de
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lineas celulares de mamiferos permite que los virus cultivados puedan ser mas parecidos a los

humanos que naturalmente circulan (150), debido a que estos no han de sufrir variaciones o
mutaciones por adaptarse a un entorno aviar al no cultivarse en huevos embrionados. Por otra
parte, al eliminar el huevo del medio de cultivo, estas vacunas pueden ser administradas a

aqguellos individuos que tengan alergia al huevo o sus derivados.

- Vacunas recombinantes:

La tecnologia de creacion de vacunas recombinantes fue aprobada por la FDA en el
afio 2013 (151). Esta tecnologia no necesita el uso de cultivos celulares ni de huevos
embrionados en ninguna parte del proceso, sino que las compafiias farmacéuticas aislan la
proteina HA de la cepa salvaje seleccionada siendo después combinada con porciones de otro
virus capaz de crecer en células de insecto (generalmente baculovirus) (152). Posteriormente a
este virus vacunal recombinante se le permite crecer en esas células, y la proteina HA es
recolectada y purificada para ser testada por la FDA. Una de las principales ventajas de este
método es que, al no necesitar de huevos embrionados, los tiempos de creacion de vacuna son
mucho mas reducidos al no necesitar una produccion mundial de este soporte biol6gico para

Su uso (148).

Tipos de vacunas antigripales
Las vacunas que actualmente se utilizan frente a los virus de la gripe se dividen

fundamentalmente en los siguientes dos grupos:

- Vacunas de virus inactivados:

Este tipo de vacunas se obtienen a partir de cultivo en huevos embrionados. La
inactivacion de los virus se realiza mediante el uso de formol o beta-propiolactona (BLP). En la
actualidad se comercializan con formulaciones trivalentes (subtipos A/H3 y A/HIN1pdmO09 y
un linaje de gripe B) o tetravalentes (subtipos A/H3 y A/HIN1pdmO09 y los dos linajes de gripe
B) en las que se incluye un total de 15 mcg de antigeno de cada subtipo y linaje de gripe (153).
En la actualidad, la FDA ha aprobado ademas una vacuna de alta dosis (High Dose FluZone-
Sanofi Pasteur) que incluye 60 mcg de antigeno de cada subtipo y linaje incluida, estando

especialmente disefiada para individuos mayores de 70 afios (154).

Dentro de las vacunas en cuya composicién Unicamente tienen virus inactivados, se

distinguen cinco tipos diferentes en funcion de las caracteristicas de las mismas (8):
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A. Vacunas de virus enteros:
Son vacunas que contienen, ademas de las proteinas HA y NA, otras estructura
lipidicas y polisacaridicas que facilitan el reconocimiento de antigenos, facilitando una
respuesta celular ademés de la humoral. Es uno de los tipos de vacunas con mayor

poder reactégeno.

B. Vacunas de virus fraccionados:
Este tipo de vacunas son suspensiones purificadas de viriones fraccionados debido a
detergentes de distinto tipo, donde solo existiran las proteinas HA, NA y partes de las
proteinas NP y M. Son capaces de inducir ambos tipos de inmunidad adquirida (celular

y humoral).

C. Vacunas de subunidades:

Solo contienen las proteinas HA y NA unidas por los extremos lipofilicos.

D. Vacunas inactivadas de virosomas:
Estas vacunas se obtienen mediante la intercalacion de la proteina HA en liposomas,
por lo que generan una mayor respuesta inmundgena por la estimulacion de
diferentes subpoblaciones de células T tras la fusiéon del virosoma con la membrana
plasmética de los macrofagos. Al no ser necesaria la adicion de grandes cantidades de
proteina en estos virosomas, las reacciones secundarias son mucho menores en los

individuos a los que se administra.

E. Vacunas adyuvadas:
Son vacunas que utilizan adyuvantes como el MF59 (emulsion oleo acuosa de
escualeno con dos surfactantes) que aumentan y prolongan la inmunogenicidad de la
misma potenciando el efecto sobre las células T. Este tipo de vacunas estan sobre todo
indicadas en personas mayores de 65 afios e inmunodeprimidos, aunque tienen

mayores efectos secundarios que las no adyuvadas.

- Vacunas de virus atenuados:
El uso de vacunas de virus atenuados fue sugerido poco tiempo después del
conocimiento de que el virus de la gripe era causante del sindrome respiratorio agudo

conocido de forma anglosajona como “influenza”. La estrategia mas comun para la produccion
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de este tipo de vacunas es la recombinacion genética de los genes de las proteinas HA y NA de

las cepas seleccionadas con un virus vacunal o un virus donante maestro. Dicho virus donante
posee mutaciones en los genes internos que le confieren la incapacidad de llevar a cabo ciclos
infectantes a temperaturas fisiolégicas humanas (35-37°C). Estos virus recombinantes se
multiplican en el laboratorio en cultivos celulares a baja temperatura (25°C), lo que le otorga la
capacidad Unica de crecer en frio y de inhibir su crecimiento con calor. Las cepas comunmente
utilizadas como donantes de los genes internos son la cepa A/Ann Arbor/6/60 (subtipo

A/H2N2)y la cepa B/Ann Arbor/1/66 (80).

La administracion de este tipo de vacunas se realiza de forma intranasal. Este virus
recombinante puede crecer e infectar las células de las vias respiratorias superiores debido a
una temperatura mas baja que la sistémica. Sin embargo, este virus no es capaz de crecer en el
aparato respiratorio inferior debido a que su temperatura ronda los 36-38°C. La
administracion se realiza en dos dosis separadas por 4-8 semanas, y hasta el momento ha
demostrado porcentajes de eficacia muy similares a las vacunas de tipo inactivado. Los efectos
secundarios de este tipo de vacunas se observan a nivel local, sobre todo con rinorrea y
congestion nasal, o fiebre en un nidmero menor de casos (8). Por otra parte, este tipo de
inoculacion, como conlleva la replicacién de virus vivos, puede permitir la transmision del
mismo desde una persona vacunada hasta otra persona que no lo esta, con periodos ventana

de excrecidn viral de hasta 21 dias (80).

La terminologia de todas las vacunas utilizadas frente a la gripe ha sufrido un cambio
de nomenclatura entre los afios 2014 y 2015, presentandose los nuevos nombres anglosajones

gue se muestran a continuacion:

- IV (Inactivated influenza vaccine):
Reemplaza a la Antigua TIV (Trivalent inactivated influenza vaccine) y tiene dos
subclases producidas en huevos embrionados
i) 1IV3:Vacuna trivalente

if) 1IV4: Vacuna tetravalente
- RIV (Recombinant influenza vaccine):

Vacuna tetravalente recombinante de proteina HA. También disponible como

trivalente (RIV3).

95



*INTRODUCCION

- LAIV (Live attenuated influenza vaccine):
Vacuna antigripal viva atenuada, también disponible con formulacién tetravalente
(LAIVA).

- Vacunas con prefijo “cc”:

Vacunas creadas a partir de cultivos celulares.

Grupos de administracion preferente y campafias de vacunacion

La vacuna antigripal anual se administra de forma diferente en funcion del pais al que
hagamos referencia. Asi pues, existen paises, como EEUU o Canada, en los que la vacuna se
ofrece de forma sistematica a toda la poblacién, independientemente de su edad (a partir de
los 6 meses), condicién fisica o el trabajo que desempefie (155,156). En otros paises sin
embargo existen los denominados grupos de riesgo, en los que la administracion de la vacuna
es preferente con respecto a los individuos que no pertenezcan a los mismos. En Espafia, la
vacuna se administra preferentemente a los grupos con alto riesgo de sufrir complicaciones en
caso de padecer esta enfermedad, y también para las personas en contacto con estos grupos

de alto riesgo (157). Estos grupos se detallan a continuacion:

1- Personas con edad igual o superior a 65 afios
2- Personas menores de 65 afios que presenten alto riesgo de complicaciones derivadas
de la gripe:

a. Nifos/as (mayores de 6 meses) y adultos con enfermedades cronicas
cardiovasculares (excluyendo hipertension arterial aislada) o pulmonares,
incluyendo displasia bronco-pulmonar, fibrosis quistica y asma.

b. Nifios/as (mayores de 6 meses) y adultos con:

i. Enfermedades metabdlicas, incluida diabetes mellitus.
ii. Obesidad morbida (indice de masa corporal > 40 en adultos, > 35 en
adolescentes 0 > 3 DS en la infancia).
iii. Insuficiencia renal.
iv. Hemoglobinopatias y anemias.
v. Asplenia.
vi. Enfermedad hepatica cronica.

vii. Enfermedades neuromusculares graves.
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viii. Inmunosupresion, incluida la originada por la infeccion de VIH o por

farmacos o en los receptores de trasplantes.
ix. Implante coclear o en espera del mismo.
x. Trastornos y enfermedades que conllevan disfunciéon cognitiva:
sindrome de Down, demencias y otras.
Residentes en instituciones cerradas, de cualquier edad a partir de 6 meses,
que padezcan procesos crénicos.
Nifios/as y adolescentes, de 6 meses a 18 afios, 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 tengan riesgo de sufrir

complicaciones:

a.

Trabajadores de los centros sanitarios, tanto de atencion primaria como
especializada y hospitalaria; publica y privada. Se hard 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 atencién a enfermos crénicos, 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 otras que
pertenecen a algunos de los grupos de alto riesgo, por su condicion clinica

especial (anteriormente citadas).

4- Otros grupos:

a.

Personas que trabajan en servicios publicos esenciales, con especial énfasis en
los siguientes subgrupos:
i. Fuerzasy cuerpos de seguridad del Estado, con dependencia nacional,
autondémica o local.

ii. Bomberos

iii. Servicios de proteccion civil.

iv. Personas que trabajan en los servicios de emergencia sanitarias.

v. Trabajadores de instituciones penitenciarias y de otros centros de

internamiento por resolucion judicial.
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b. Personas que, por su ocupacion, pueden estar en contacto con aves con

sospecha o confirmacion de infeccién por virus de gripe aviar altamente
patogénico, especialmente:

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

ii. las personas que viven y/o trabajan en granjas de aves donde se han

notificado brotes, o se sospecha su existencia.

Las campafias de vacunacion en Espafia dependen de las Comunidades Autonomas y
comienzan en su mayoria en la segunda quincena de Octubre, lo que permite disponer del
tiempo necesario para realizar la correcta inmunizacion de la poblacion de riesgo antes del
comienzo de circulacion de los virus de la gripe. En la campafia de vacunacion frente a la gripe
de la temporada 2015-2016 en Castilla y Ledn se dispusieron de 640.000 dosis, de las que
340.000 fueron vacunas de alta dosis especificas para personas mayores de 70 afios, 275.000
fueron unidades procedentes de cultivo celular destinada a la poblacion entre 18 y 69 afios, y

25.000 dosis especificas para menores de 18 afios (Figura 16).

Figura 16. Cartel informativo del comienzo de la campafia de vacunacion frente a la gripe de la

temporada 2015-2016 en Castilla'y Leon.
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Evaluacion de la eficacia y efectividad de la vacuna antigripal
La capacidad de las vacunas de la gripe en prevenir la aparicion de la enfermedad ha
sido evaluada en numerosos ensayos clinicos con disefios y poblaciones muy diferentes. Este

tipo de ensayos se realizan atendiendo a dos parametros, eficacia y efectividad.

La eficacia de la vacuna se estima en ensayos clinicos aleatorizados donde se evaltan
los efectos sanitarios de la misma en situaciones controladas en condiciones dptimas e ideales,
basandose en las ventajas que esta ofrece a los individuos que las reciben (158). En este tipo
de estudios se suele administrar la vacuna antigripal a un grupo y un placebo u otra vacuna de
actividad conocida a otro, comparandose el nimero de casos que suceden de la enfermedad
dentro de un tiempo determinado. Sin embargo, una forma de realizar una somera
aproximacion epidemioldgica a estos valores se realiza mediante la medicion de los titulos de
Acs inhibidores de la hemaglutinacion (8). Como se ha comentado anteriormente, por lo
general se acepta que un titulo de Acs hemaglutinantes igual a 1/40 proporciona una eficacia
protectora del 50-70% en adultos sanos, por lo que dicho correlato seroldgico se utiliza en la
evaluacion del efecto de las vacunas (132,133). Este tipo de ensayos seroldgicos son ademas
precisados por la EMA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) para la

evaluacion inicial de la actividad de la vacuna (159).

Por su parte, la efectividad puede estimarse mediante diversos tipos de estudios
epidemiolGgicos: ensayos comunitarios aleatorizados, en los que se asigna aleatoriamente la
vacuna objeto de estudio a un grupo como unidad de aleatorizacion y se compara la incidencia
de la enfermedad en dicho grupo con la del otro grupo que no se ha vacunado; estudios de
cohortes, tipo de estudio epidemioldgico observacional en que se parte del antecedente de la
vacunacion en sujetos sanos vacunados (cohorte vacunada) y no vacunados (cohorte no
vacunada), y se investiga la aparicion de la enfermedad en ambos grupos; y estudios de casos y
controles, también observacionales, en los cuales se seleccionan dos grupos, uno con
presencia (casos) y otro con ausencia (controles) de la enfermedad que se desea prevenir, y se

retrocede al pasado en busca de los antecedentes de vacunacion en ambos grupos (158).

Lo habitual es que para cualquier intervencion de salud publica la eficacia siempre sea
mayor que la efectividad , por lo que el objetivo de cualquier politica de salud publica es que
esta pueda ser tan alta como la eficacia (158). Sin embargo, de forma general se acepta que los

estudios que utilizan una definicién seroldgica de proteccion frente a la gripe pueden
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sobreestimar la eficacia de las vacunas (160), por lo que los valores de efectividad pueden

resultar ciertamente similares a los de eficacia.

La eficacia de una formulaciéon vacunal depende integramente de factores como el
grado de similitud entre las cepas de gripe administradas y las circulantes (161), el tipo de
vacuna administrada (viva atenuada, inactivada con o sin adyuvantes, etc.), y las caracteristicas
propias de cada grupo poblacional al que se administre (pertenencia a grupo de riesgo). Asi
pues, la vacuna inactivada en la prevencion de la gripe A presenta niveles de proteccion de
entre el 80 y el 100% en individuos adultos cuando existe una buena relacion antigénica entre
las cepas implicadas (162). Una buena eficacia vacunal en el grupo etario de adultos-jévenes
puede verse traducida en un menor absentismo laboral y escolar, ademas de la consiguiente
reduccion del coste derivado de la enfermedad. Por otra parte, no existen demasiados
estudios que tengan como objetivo la evaluacion de la eficacia vacunal en distintas
poblaciones de riesgo, como por ejemplo la poblacién mayor de 65 afios o los pacientes con
enfermedades autoinmunes, aunque en este primero existen trabajos que documentan solo

un 58% de eficacia con algunas vacunas inactivadas (8).

Nuevas perspectivas en la vacunacion antigripal

En la actualidad se esta asistiendo a la aparicion de nuevos tipos de vacunas de nueva
generacion frente a la gripe que utilizan tecnologias actuales en los campos de la
biotecnologia. Debido a los problemas que surgen de la utilizacién de huevos embrionados
para la generacion de las vacunas que actualmente se usan, estas nuevas tecnologias, junto
con las anteriormente mencionadas de cultivo celular y recombinantes, se antojan

imprescindibles para la futura proteccion de la poblacion frente a la gripe.

Los principales problemas de la utilizaciobn de huevos embrionados derivan de la
logistica necesaria para el proceso. Debido al timing de creacion de vacuna antes mencionado,
la produccion requiere que en escasamente siete meses la vacuna antigripal tenga que estar
completamente manufacturada, analizada y distribuida desde la reunion en Febrero del WHO
Annual Influenza Meeting (147). Debido a esto, el abastecimiento de huevos embrionados
debe seguir la dinamica de trabajo de las empresas farmacéuticas encargadas la fabricacion.
Muchas veces en este proceso surgen desabastecimientos de lotes de huevos embrionados
por varios motivos, como por ejemplo mortalidad elevada de los mismos o de las gallinas
ponedoras por diversos motivos (como por ejemplo la aparicion de un brote de virus de gripe

aviar HPAI), mala calidad de los huevos (presencia de gran numero de huevos sin fecundar),
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etc., lo que puede suponer una debacle para la industria productora de vacunas (163). Por otro

lado, los componentes de la vacuna manufacturados en huevos embrionados pueden

conservar trazas de huevo en su composicion, por lo que pueden generar reacciones alérgicas

adversas en aquellos individuos afectados por este tipo de reacciones anafilacticas.

Los nuevos procesos en desarrollo mediante los cuales se puede fabricar vacuna frente

a los virus de la gripe en un tiempo mucho menor, y de una forma mucho menos dependiente

de factores externos como los anteriormente mencionados, se detallan a continuacion (152):

1-

2-

Vacunas basadas en DNA:

Este tipo de vacunas no requieren la replicacion de todo el virién en un soporte como
los anteriormente mencionados, sino que utiliza solo determinadas partes del material
genético del virus para provocar que las células humanas creen proteinas
inmundgenas que puedan generar una respuesta inmune adaptativa compleja en el
ser humano. La creacion de este tipo de vacunas se realiza mediante la integracion de
un fragmento del gen requerido en un plasmido, el cual es directamente utilizado
como vacuna que sera administrada por mediante inyeccion. Este tipo de vacunas se

estan ensayando para otros muchos patdégenos ademas de para la gripe.

Vacunas con vectores microbianos:

Este tipo de vacunas usan genes de los virus de la gripe (como el gen HA) para ser
insertados en otros virus diferentes denominados “vectores microbianos”
(generalmente Alphavirus), por lo que expresan estas proteinas en su superficie siendo
usados posteriormente como componentes de la vacuna. Este tipo de virus son
capaces de infectar las células humanas pero sin causar enfermedad, generando una
respuesta inmune completa sin ningun tipo de sintomatologia y actuando de forma

similar a una vacuna viva atenuada.

Vacunas de péptidos sintéticos:

Las vacunas de péptidos sintéticos se realizan quimicamente sin necesitar soportes de
cultivo en huevos o células. En este caso se sintetizan en el laboratorio porciones de
proteinas inmundgenas de los virus capaces de generar una respuesta inmune
completa. Debido a que el uso de péptidos de este tipo por si mismo no genera una
respuesta inmune muy elevada, es necesario el uso de adyuvantes u otros métodos de
transporte de los péptidos a las células del sistema inmune para que estas puedan

generar una respuesta.
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4-

Vacuna universal:

La vacuna universal frente a la gripe puede generar en teoria una proteccién completa
frente a todos los subtipos y linajes de gripe que existen combinando los 16 tipos de
hemaglutinina y los 9 tipos de neuraminidasa. Esta vacuna ademas no necesitaria la
continua actualizacion que se realiza afio tras afio debido al continuo drift antigénico
que sufren los virus epidémicos. Este tipo de vacunas utilizan como objetivos
fragmentos muy conservados de ciertas proteinas del virus, como la HA, la proteina
M2 o la proteina NP. En el afio 2010 el centro de investigacion de vacunas del NIAID
creo una vacuna universal que fue capaz de crear Acs universales en modelos de raton,
hurén y mono. En concreto, esta vacuna estimuld una respuesta inmune frente al tallo
de la proteina HA, una de la zonas més conservadas entre todos los subtipos de virus
de la gripe, lo que supondria tener la capacidad de luchar y neutralizar todos estos

tipos diferentes de cepas.
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Sistema de redes centinela de vigilancia epidemioldgica de la gripe

La vigilancia epidemiolégica de la gripe se lleva realizando desde el afio 1904 (80),
cuando esta dolencia fue incluida en la lista de enfermedades de declaracion obligatoria.
Posteriormente en Espafia esta vigilancia es realizada por los tres Centros Nacionales de Gripe
reconocidos por la OMS, Valladolid, Madrid y Barcelona, comenzando el primero de ellos su
actividad en el afio 1975. Este sistema esta a su vez formado por redes centinela sanitarias
dispuestas por Comunidades Auténomas, cuyo cometido es el conocimiento de la incidencia
de la gripe en un tiempo breve, asi como proporcionar datos sobre la edad, sexo y estado de
vacunacion de los pacientes afectados, asi como la tipificacion de los virus circulantes. Las
Comunidades Auténomas con sistemas de redes centinela de vigilancia que aportan datos de

vigilancia se describen en la Figura 17.

Espana. Semana 49/2015

Tasas de gripe
{ca=s0s/100.000 habitantes)

0-25

25-50

50 -100
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% 200 - 400
4 400 - 800
% > 800

oy 4

Figura 17. Gréfico de intensidad de la gripe durante la semana 49 del afio 2015. Las
comunidades autbnomas no incluidas en el sistema de vigilancia estan coloreadas en blanco.

Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia.
Esta vigilancia activa permite realizar una descripcion fiable y representativa de la gripe

con el objetivo de plantear la realizacion de actividades de prevencion y control (8). De forma

concreta, los objetivos de la vigilancia de la gripe son los siguientes (164):
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1. Describir la evolucion de la actividad gripal estacional o pandémica en Espafia y sus

CCAA por grupos de edad y tipos/subtipos/linajes de virus de la gripe.

2. Detectar el comienzo de la epidemia gripal.

3. Detectar y caracterizar los virus gripales que circulan en Espafia cada temporada asi
como la aparicion de nuevos subtipos de gripe A.

4. Determinar la susceptibilidad de las cepas circulantes a los farmacos antivirales.

5. Aislar virus de la gripe que puedan ser seleccionados por la OMS para la composicion
de la vacuna antigripal de la siguiente temporada gripal.

6. Determinar el grado de semejanza entre las cepas de gripe que estan en circulacion y
las cepas que forman parte de la vacuna.

7. Caracterizar la gravedad de las epidemias/pandemias, e identificar los grupos de riesgo
para la presentacion de formas clinicamente graves de la enfermedad.

8. Proporcionar datos para conocer la carga de enfermedad de la gripe y suimpacto en la
poblacion.

9. Contribuir al conocimiento de los factores relacionados con las epidemias de gripe y la
historia natural de la enfermedad.

10. Participar en el intercambio de la informacién de vigilancia de gripe a nivel nacional y
europeo.

11. Guiar a las autoridades locales y nacionales sanitarias en la formulacion de las medidas
orientadas a la prevencion y el control de la gripe, incluidas las recomendaciones de
vacunacion antigripal.

12. Proporcionar informacién sobre la eficacia de la vacuna antigripal en las epidemias
estacionales o pandémicas de gripe.

13. Contribuir a los planes nacionales de preparacion y respuesta frente a una pandemia

de gripe, a través de la vigilancia y la informacion proporcionada por otros estudios.

En el caso de Castilla y Leon, la vigilancia de la gripe se realiza a través del mencionado
Centro Nacional de Gripe ubicado en Valladolid y la Red Centinela Sanitaria de Castilla y Ledn
(RCSCyL). Este sistema tiene como objetivo la vigilancia e investigacién epidemioldgica de los
casos producidos por los virus de la gripe utilizando para ellos una red activa de profesionales
sanitarios del Sistema de Salud Castellano-leonés (165). Dicho sistema tiene su origen en la
Red de Médicos Centinela que comenz6 a funcionar en el afio 1989 junto con el NIC de
Valladolid en el contexto de un proyecto plurianual promovido por la Gerencia Regional de
Salud de la Junta de Castilla y Ledn denominado “Vigilancia epidemioldgica de la gripe en la

poblacion Castellana y Leonesa” (8). Para la integracion de la Red de Médicos Centinela se
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seleccionan profesionales mediante un muestreo aleatorio simple que permita asegurar la

representatividad de todos los perfiles de poblacion. En esta Red se integran no solo médicos,
pediatras y facultativos de atencién primaria, sino que también participan en su control y
gestion profesionales sanitarios y técnicos dependientes de la Direccion General de Salud
Publica y Consumo, de los Servicios Territoriales de Sanidad y Bienestar Social y de la Gerencia
Regional de Salud, asi como también colaboradores externos que participen activamente de

alguna u otra forma en la misma (8).

En la vigilancia epidemioldgica de la gripe se han dispuesto tradicionalmente dos
periodos claramente diferenciados en funcion de las caracteristicas de circulacion de estos
virus:

1. Periodo de vigilancia epidemiolégica de la gripe:

Se realiza desde la semana 40 de un afio hasta la semana 20 del siguiente.

2. Periodo de No Vigilancia epidemioldgica de la gripe:
Se realiza entre las semanas 21 y 39 de un mismo afio, entre las cuales no se suelen
diagnosticar casos de gripe 0 son muy esporadicos. Este periodo se suele denominar

también como periodo inter-epidémico.

La informacion generada por el NIC de Valladolid y la RCSCyL cada semana es remitida
a la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica del Instituto de Salud Carlos Il con el objetivo
de elaborar los informes epidemiol6gicos semanales sobre la gripe. En estos informes se
exponen los siguientes puntos (166):
1. Informacién general acerca de los sistemas centinela
Datos de vigilancia virolGgica
Informacion sobre brotes de gripe

2
3
4. Vigilancia de casos graves diagnosticados
5. Mortalidad relacionada con la gripe

6

Vigilancia internacional de la gripe

Al finalizar cada temporada de gripe, la Red Nacional de Vigilancia elabora un informe
anual con toda la informacion disponible siguiendo los puntos anteriormente expuestos (167).
A su vez, la RCSCyL elabora sus propios informes epidemiolégicos que pueden ser consultados
a través del sistema PVIG (Programa de Vigilancia de la Gripe), aportando informacion

especifica sobre nimero de casos, tasas de incidencia, informacién y datos viroldgicos, tasa de
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aislamientos, nimero de casos y tasa de incidencia acumulada segregada por edad (168).

Tanto en los informes nacionales como a nivel de comunidad auténoma, la remision de
informacion se realiza semanalmente en periodo de vigilancia epidemiolégica de la gripe y de

forma bi-mensual en periodo inter-epidémico.

A nivel global, toda la informacién epidemioldgica de la gripe de todo el mundo es
cargada semanalmente en la plataforma FluNet. Esta plataforma recoge informacion acerca
del nimero de virus detectados indicando los tipos y subtipos circulantes mayoritarios, el
niveles de dispersion de los mismos, etc., de manera que la informacion pueda ser leida en
tiempo real con una cadencia semanal. La informacion referida en esta pagina web de libre
acceso es suministrada por los NICs, englobados dentro del GISRS (Global Influenza

Surveillance and Response System).
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The WHO Global Influenza Surveillance Network

La Red Global de la OMS para la vigilancia de la gripe (The WHO Global Influenza

Surveillance Network) fue creada en 1952. Esta red estd formada por 4 centros colaboradores

de la OMS (WHO CCs) y 142 centros o instituciones en 113 paises reconocidos como Centros

Nacionales de Gripe (NICs) (146) (Figura 18).

WHO Global Influenza Surveillance and Response System

National Influenza Centre

WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Influenza

WHO Collaborating Centre for the Surveillance, Epidemiology and Control of Influenza
WHO Collaborating Centre for Studies on the Ecology of Influenza in Animals

WHO Essential Regulatory Laboratory

WHO H5 Reference Laboratory

000

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities,
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines
for which there may not yet be full agreement.
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Figura 18. Red de laboratorios pertenecientes a la Red Global de la OMS para la vigilancia de la

gripe. Fuente: OMS.

El objetivo de esta red de laboratorios es la vigilancia epidemioldgica de los virus de la

gripe con el fin de reducir la morbilidad y las muertes producidas por las epidemias, asi como

estar preparados frente a una eventual pandemia con programas especificos de la OMS como

el PIP Framework (Pandemic Influenza Preparedness Framework)(169,170). Las labores u

objetivos de los NICs se describen a continuacion (171):

1. Deteccion directa de virus de la gripe Ay B usando técnicas moleculares.

2. Cultivo de virus de la gripe.
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3. Determinacion de tipos y subtipos de virus de la gripe epidémicos, asi como de los

subtipos A/H5 y otras variantes zoonéticas, usando técnicos de amplificacién de acidos
nucleicos.

Caracterizacion antigénica.

Caracterizacion genética.

Almacenamiento de especimenes y aislamientos virales.

N o o &

Remision de aislamiento virales y/o muestras clinicas a los centro referencia
colaboradores de la OMS.

8. Monitorizacion de susceptibilidad a antivirales.

9. Participacion en ejercicios de calidad externos.

10. Reporte electronico de datos epidemiolGgicos y viroldgicos nacionales e

internacionales.

Ademas del claro objetivo en la vigilancia epidemioldgica de la gripe, el resultado de
todas estas actividades forma la base para las recomendaciones de la OMS sobre la

composicion de la vacuna antigripal en los hemisferios Norte y Sur cada afio.

Flujo de trabajo en los Centros Nacionales de Gripe
El flujo de trabajo de los NICs comienza con la recepcién de muestras respiratorias

procedentes de casos con sospecha clinica de infeccién por virus de la gripe, ya sean de
procedencia ambulatoria 0 muestras de origen hospitalario. Estas muestras,
independientemente de su origen, son analizadas mediante diversos sistemas de identificacion
de acidos nucleicos con el objetivo de tipar y subtipar molecularmente los virus de la gripe
presentes en ellas. El flujo de trabajo interno del Centro Nacional de Gripe de Valladolid

registrado en el PNT 1.1 de este centro se describe en la Figura 19.
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Figura 19. Flujo de trabajo del NIC de Valladolid ante la llegada de muestras respiratorias con
sospecha clinica de infeccion por virus de la gripe. Fuente: PNT 1.1 Recepcion, transporte y
derivacién de muestras respiratorias, NIC Valladolid.

Posteriormente a la identificacibn molecular se realiza un cultivo de estos virus en
distintos soportes, como células MDCK y MDCK-Siatl y huevos embrionados de gallina con el
fin de comprobar la viabilidad de los mismos. Este proceso ademas permite propagar el virus
para aumentar la carga viral con el fin de realizar una posterior caracterizacion antigénica,
mediante la cual utilizando antisueros fabricados en hurén u oveja frente a las diferentes
cepas existentes se puede identificar a nivel de cepa o incluso de subclado a través de ensayos

de inhibicion de hemaglutinacion.

En algunos NICs se realiza ademas caracterizacion genética mediante diversas técnicas
de secuenciacion tipo Sanger y secuenciacion masiva. Habitualmente en la actualidad ain se
siguen utilizando sistemas que utilizan tecnologia de secuenciacion tipo Sanger, por lo que los
genes de las proteinas HA y NA son los mas frencuentemente secuenciados. Sin embargo,
debido a la reduccién constante del coste de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva
los laboratorios frecuentemente secuencian el genoma completo del virus, lo que ofrece una
informacion mucho mas completa sobre mutaciones relacionadas con factores de virulencia o

con resistencia a farmacos antivirales. Por otra parte, la monitorizacion de susceptibilidad
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fenotipica a fArmacos antivirales se realiza también de forma comun en ciertos NICs mediante

inmunoensayos.

Toda la informacién generada a través de este flujo de trabajo durante los periodos
epidémicos e inter-epidémicos es remitida a cuatro grandes centros colaboradores de la OMS,
los cuales integraran la misma para ofrecer semanal y anualmente reportes sobre la situacion
epidémica local y global. Por otra parte, los NICs remiten anualmente al menos dos envios a
estos Centros colaboradores (Francis Crick Institute, Mill Hill, Londres, en el caso del NIC de
Valladolid) con muestras respiratorias positivas para gripe obtenidas entre los meses de
Octubre a Diciembre (ondas precursoras) y en los meses de Enero y Febrero (pico epidémico),
entre las que se incluye una muestra representativa de los aislamiento virales obtenidos, asi
como de las muestras con caracteristicas especiales por su gravedad o por la imposibilidad de
ser subtipadas. Este algoritmo de trabajo esta expuesto en la Figura 20 (172). Los Centros
Colaboradores de la OMS elaboran posteriormente un informe con informacién sobre dichas
cepas, donde se evalla la capacidad de crecimiento en cultivo, la susceptibilidad a farmacos
antivirales y el andlisis filogenético donde se integra la informacion con la procedente de otros

paises del entorno.

I Aliquots of the specimen eg. 1 aliquot for PCR; 1 aliquot for virus isolation, 1 aliquot for stock

. |
I Extraction of nucleic acids I I Aliquot stock
iquots

I Perform PCR I i
. 1
1
+

o - - -

I I >| Virus Isolation Send to WHO CCs
. *Selection of positives chosen according to criteria in document - ***Selection of isolates chosen

according to criteria in document

- **Untyped A's by PCR should be sent toa WHO CC if
circumstances are unusual

Figura 20. Algoritmo de trabajo para la seleccion y envio de muestras respiratorias por parte

de los NICs a los Centros colaboradores de la OMS. Fuente: OMS.
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La informacién obtenida a través del estudio de estas cepas, ademas de la recopilada del

trabajo propio de cada NIC, es utilizada por la OMS para elaborar las recomendaciones de
cepas que deben ser incluidas en la formulacién de la vacuna estacional antigripal que se
realiza cada afio. Posteriormente a este flujo de trabajo, en cada NIC se almacena un nimero
representativo de muestras para su utilizacion en futuras investigaciones cientificas o para

continuar con la vigilancia epidemioldgica.

Monitorizacion de la eficacia vacunal
Una de las labores que no estan contempladas dentro de las actividades a realizar

como NIC previamente descritas (171), pero que si esta integrada dentro de algunos de estos
laboratorios, es la monitorizacién de la eficacia vacunal a través del estudio de la presencia de
Acs inhibidores de la hemaglutinacion. Como se ha comentado anteriormente, las espiculas de
HA presentes en la superficie de los virus de la gripe tienen como propiedad la capacidad de
aglutinar los eritrocitos de diversas especies animales (9,10). Este efecto puede permitir la
realizacion de ensayos seroldgicos en los que se pueda observar y contabilizar la presencia de
Acs capaces de neutralizar la HA de distintos virus de la gripe antes y después de la vacunacion.

Gracias a esto, este tipo de estudios permite estudiar los siguientes parametros:

1. Nivel de Acs hemaglutinantes pre-vacunales:
El nivel de Acs previos a una vacunacion permite conocer si una cepa de gripe ha
circulado o estado en contacto de forma natural con un individuo, ya sea por infeccion
0 por haber sido vacunado este individuo con un subtipo de gripe concreto
anteriormente. Este valor es muy relevante en estudios seroldgicos que determinan el
la inmunizacién y el contacto de una poblacién frente a una cepa zoon6tica de la que
no se tiene constancia haya circulado entre la poblacién humana, como por ejemplo
los virus aviares. Por otra parte, también ofrece mucha informacién acerca de los
fendbmenos de inmunidad cruzada o heterotipica entre cepas filogenéticamente
préximas, o simplemente como indicador de la proteccion de una poblacién frente a

un determinado subtipo de gripe.

2. Nivel de Acs hemaglutinantes post-vacunales:
Comparando el titulo de estos Acs post-vacunales con el de los Acs pre-vacunales se
puede conocer si la vacuna ha inducido algin tipo de respuesta humoral en un
individuo, si la vacuna ha protegido a esta persona (obtencion de titulos protectores

en individuos previamente no protegidos) y cual es el nivel de proteccién obtenido tras
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la vacunacion (aumento de la Media geométrica de los titulos). Este parametro

permite comparar el efecto de una misma vacuna entre distintos grupos poblacionales

con caracteristicas diferentes o entre los diferentes virus dentro de un mismo grupo.

Estos parametros sirven a la Agencia Europea del Medicamento (EMA) para evaluar si
una vacuna ha sido eficaz o no frente a un subtipo de gripe en una poblacion concreta (159), lo
que ofrece una informacion muy relevante para conocer si la eleccion de cepas para la
formulaciéon vacunal en cada afio ha sido la correcta, asi como para comprender ciertos

parametros de la inmunidad en distintas poblaciones.

El NIC de Valladolid realiza anualmente el analisis de la presencia de Acs
hemaglutinantes en sueros pre y post-vacunales de poblacion de distintas edades de Castilla y
Ledn, mediante un muestreo aleatorio idéntico al anteriormente descrito de obtencion de
muestras respiratorias de la RCSCyL. Este estudio plurianual, incluido en el anteriormente
mencionado proyecto denominado “Vigilancia epidemioldgica de la gripe en la poblacién

Castellano-Leonesa”, se lleva realizando en este centro desde el afio 1986.
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Objetivo principal

Describir la respuesta inmune humoral a la vacunacién de gripe frente a las cepas

anticipadas por la OMS y su efecto sobre la respuesta heterotipica

Objetivos secundarios

1-

Describir la presencia de Acs hemaglutinantes previos a la vacunacion frente a virus de
gripe Ay B estacionales, cepas de gripe A/HIN1 antiguas y virus de gripe aviar en la
poblacion mayor de 65 afios.

Evaluar la respuesta humoral de la poblacion mayor de 65 afios tras la administracion
de la vacuna trivalente anual de las temporadas incluidas en el estudio frente a los
virus de gripe Ay B estacionales, cepas A/HIN1 antiguas y virus de gripe aviar.

Evaluar la eficacia de la respuesta humoral homéloga y heteréloga tras la
administracion de la vacuna trivalente anual frente a los virus de gripe Ay B
estacionales, cepas A/HIN1 antiguas y virus de gripe aviar en la poblacion mayor de 65
afos siguiendo los criterios establecidos por la EMA.

Analizar las diferencias en la respuesta inmune humoral frente a los virus de gripe Ay
B estacionales, cepas A/HIN1 antiguas y virus de gripe aviar en la poblacién de
individuos mayores de 65 afios tras la administracion de la vacuna trivalente anual en
funcién de la edad, sexo y tipo de vacuna.

Describir la presencia de Acs hemaglutinantes previos a la vacunacion frente a virus de
gripe Ay B estacionales en la poblacion de individuos con enfermedades autoinmunes.

Evaluar la respuesta humoral frente a los virus de gripe Ay B estacionales de la
poblacion de individuos con enfermedades autoinmunes tras la administracion de la
vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09.

Evaluar la eficacia en la respuesta humoral homéloga y heteré6loga de la vacuna
monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 frente a los virus de gripe Ay B
estacionales en la poblacion de individuos con enfermedades autoinmunes siguiendo
los criterios establecidos por la EMA.

Analizar las diferencias en la respuesta inmune humoral frente a virus de la gripe Ay B

de la poblacion con enfermedades autoinmunes tras la administracion de la vacuna
monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 en funcion de la edad y el sexo.
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Material y métodos

Disefio del estudio

Se disefi6 un estudio retrospectivo observacional y descriptivo en el que se realizé una
encuesta seroepidemiolégica en dos grupos diferentes de individuos, una poblacién mayor de
65 afios y otra de individuos con enfermedades autoinmunes, frente a distintos virus de la

gripe Ay B.

La encuesta seroepidemiolégica realizada consistié en la evaluacion de la presencia de
Acs hemaglutinantes (HAs) capaces de reconocer distintos subtipos y linajes de gripe Ay B
estacionales que circulan o han circulado en Espafia en los grupos de poblacién seleccionados.
Se evalu6 también la respuesta a la vacuna trivalente anual sobre la produccion de Acs HAs en
la poblacién =65 afios, y de la vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en los
enfermos autoinmunes. Esta encuesta seroepidemioldgica fue realizada también frente a
cepas de gripe A/HIN1 antiguas en la poblacion de individuos =65 afios, asi como frente a
subtipos de gripe aviar con potencial pandémico que no circulan de forma continua en la
poblacion humana (subtipos de transmision zoondticas), y que nunca han sido detectados en
poblacion humana en nuestro pais. Para realizar este estudio, se obtuvieron muestras de suero
previas y posteriores a la vacunacion. El objetivo fue por un lado comprobar la inmunidad de
estas poblaciones analizadas frente a los virus de gripe seleccionados, y por otro lado
comprobar el efecto de la vacunacion sobre la generacion de Acs HAs frente a estos virus

atendiendo a las caracteristicas demograficas de cada grupo poblacional estudiado.

El estudio se centr6 en conocer la presencia de Acs HAs frente a distintos virus de la
gripe y las diferencias en la respuesta inmune humoral en el contexto de dos condiciones muy
relevantes para el sistema inmunitario, la inmunosenescencia del individuo (poblacion mayor
de 65 afnos), y la presencia de enfermedades que afecten el correcto funcionamiento del
mismo, como las enfermedades autoinmunes. Los resultados fueron analizados en funcién de

las caracteristicas demogréficas de los individuos.

79



* MATERIAL Y METODOS

Material

Grupo de individuos mayores de 65 afos

- Procedencia:

Las muestras seroldgicas del grupo de poblacion mayor de 65 afios fueron obtenidas
gracias a la labor que desempefia el Centro Nacional de Gripe de Valladolid como centro
internacional colaborador de la OMS, el cual trabaja activamente en la vigilancia
epidemioldgica y en el apoyo para el desarrollo de la vacuna trivalente anual antigripal de cada
temporada. Esta recogida de muestras se encuentra dentro del proyecto plurianual de la
Gerencia Regional de Salud de la Junta de Castilla y Ledn denominado “Vigilancia
seroepidemioldgica de la gripe en la poblacion Castellana y Leonesa”. Gracias a este proyecto,
la Red Centinela Sanitaria de Castilla y Ledn (RCSCyL) recoge muestras de suero previas y
posteriores a la vacunacion frente a la gripe de individuos que acuden a los centros de salud de
la comunidad autonoma de Castilla y Ledn. Esta red es un sistema especifico de informacion
orientado a la vigilancia epidemiolégica y de la salud que requiere la colaboracion voluntaria y
activa de distintos profesionales (173). Este sistema consta de 30 médicos centinela
distribuidos por toda Castilla y Ledn siguiendo criterios de representatividad poblacional, que
realizan un muestreo simple aleatorio que asegura la representatividad de toda la poblacién
de la comunidad auténoma, tanto en la remision de frotis faringeos para la vigilancia de las
epidemias de gripe, como en la remision de los sueros para la vigilancia de la eficacia vacunal.
Las muestras son enviadas anualmente al Centro Nacional de Gripe de Valladolid donde son

analizadas.

- Ambito de estudio:

Se eligieron cuatro cohortes de individuos de diferentes campafias vacunales, dos de
ellas previas a la aparicion del subtipo de gripe pandémica A/HIN1pdmO09 en 2009
(temporadas 2006-2007 y 2008-2009), y dos posteriores a este evento (temporadas 2009-2010
y 2010-2011). La eleccion del periodo de estudio se realiz6 atendiendo a la aparicion de este
nuevo subtipo de gripe, ofreciendo una buena oportunidad de conocer el nivel de Acs HAs y la
respuesta a la vacunacién previa y posteriormente a la aparicién de este nuevo virus. Ademas
permitié conocer cémo afecta a la inmunidad de la poblacién la aparicion de una nuevo virus
de la gripe de estas caracteristicas y la presencia de Acs previos a su circulacién entre la

poblacion mayor de 65 afios. Se desestimad incluir las muestras de suero de la temporada 2007-
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2008 debido a deficiencias en su conservacion, que podrian haber repercutido negativamente

en la valoracion e interpretacion de los datos obtenidos.

- Criterios de inclusion:

Se incluyeron aquellos individuos mayores de 65 afios de las campafias vacunales de
las temporadas anteriormente mencionadas que tuvieran una muestra de suero pre y post
vacunal extraidas con al menos 28 dias de diferencia entre ambas tomas, tomando como dia
del suero pre-vacunal el dia de inoculacion de la vacuna. Se estimd que un periodo de 28 dias
entre la inoculacion y la extraccion del suero post-vacunal asegurd una respuesta inmune

humoral completa frente a los antigenos presentes en las vacunas administradas.

- Criterios de exclusion:

Se excluyeron aquellos individuos con muestras de suero no pareadas, que no
cumplieran el criterio de edad, de tiempo de exposicion a la vacuna, y aquellos en los que la
recogida de datos hubiera sido deficiente en alguno de los campos relevantes para el estudio
como el sexo, edad, fechas de extraccion de suero y/o tipo de vacuna utilizada (adyuvada o

fraccionada).

Finalmente se incluyeron un total de 174 individuos, 45 en la cohorte de la temporada
2006-2007 y 43 en cada una de las cohortes de las temporadas 2008-2009, 2009-2010 y 2010-
2011.

- Recogiday almacenamiento de muestras:

Las muestras de sueros pre y post-vacunales de cada cohorte fueron extraidas en las
campafias vacunales anteriormente mencionadas por el grupo de médicos centinelas de la
RCSCyL. Lass muestras sanguineas fueron extraidas en un tubo para separacion de sueros
Vacutainer de 8,5 ml, y posteriormente remitidas al NIC de Valladolid. En este centro se realiz6
una centrifugacion de cada tubo a 3.500 rpm durante 10 minutos, y se recogio el sobrenadante
(suero) en un tubo con su correspondiente etiquetado, donde se incluyd la informacion
referente a la campafia vacunal en la que se recogi6 y un nimero correlativo segun el orden de
llegada. Las muestras de suero fueron almacenadas en el NIC en cajas para tubos de 96
posiciones dentro de congeladores de -20°C hasta su uso. A la llegada de estas muestras al
centro, la informacion clinica y demografica remitida por el médico centinela fue incluida en

una base de datos para la identificacién de los sueros.
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Recogida de datos clinicos:

La recogida de los datos clinicos de los individuos incluidos en el estudio la realizaron

los médicos centinelas de la RCSCyL, utilizando el formulario dispuesto para tal fin distribuido

por la Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn (Figura 21). En estos formularios se

recogio el nombre y apellidos del paciente, edad, sexo, fecha de extraccién de los sueros pre y

post-vacunales, fecha de inoculacion de la vacuna y el tipo de vacuna utilizada.

Junta de
Castilla y Le6n

Cornnjeria de Samidad
Direccsin Gerarst 8o st PUStcs

ANEXO I

PROGRAMA DE VIGILANCIA INTECRADA DE LA GRIPE
RED CENTINELA SANITARIA DE CASTILLA ¥V LEON

FICHA DE REMISION DE SUEROS PREVACUNALES Y POSTVACUNABLES
2013-2014

ETIQUETA

Qué se debe recoger:
*5 prevacunalas
#3 postvacunalas 4 samanas daspudsdala
vacunacion.

IDENTIFICACION:
Apellidos:

Nombre:

Edad: Sexo:

EXTRACCION:

1.0 Presvacunal Fecha: |

MNumero codigo d= barras (g stigusta)

2.0 Postvacunal Fecha: /.

MNumero codigo d= barras (g stigusta)

POBLACION DE RIESGO: 1.0
20

30

VACUNACION:
Facha:

Sano
Embarazads
Patologia da riasgo

Otros: aspacificar

Vacuna:

Lote:

Figura 21. Formulario de recogida de los sueros pre y post-vacunales del programa de

vigilancia epidemiolégica de la RCSCyL.

Vacunas administradas a la poblacién mayor de 65 afios:

Los tipos de vacunas, medio de inoculacion y el nimero de individuos de la poblacién

265 afios vacunados cada tipo de vacuna se describen en la Tabla 3:
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Tipode Nombre Casa Tipode Sujetos
vacuna comercial Comercial [inoculacion| vacunados
Adyuvadas Chiromas Novartis IM* 71
Fraccionadas Fluarix GSK IM 86
Focetria Novartis IM 16
Gripavac |Sanofi Pasteur| IM/SP** 1

*IM-Intramuscular

**SP-Subcutanea profunda

Tabla 3. Tipos de vacuna trivalente anual utilizadas, tipo de inoculacién y nimero de sujetos

vacunados con cada tipo devacuna en la poblacién >65 afios.

Debido a la actualizacion en cada temporada de gripe de las cepas que se incluyen en
las vacunas trivalentes anuales administradas a la poblacion, la formulacion de las vacunas
administradas a los individuos mayores de 65 afios fue diferente en cada temporada incluida
en el estudio. En la Tabla 4 se recogen las cepas utilizadas en la formulacion de las vacunas
trivalentes anuales administradas a la poblacion >65 afios en las cohortes de las temporadas

incluidas en el estudio.

Camapafia vacunal
Tipo | Subtipo 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
HIN1  [A/New Caledonia/20/99 A/Brisbane/59/2007 A/Brisbane/59/2007 No incluido
A H3N2  [A/Wisconsin/67/2005  A/Brisbane/10/2007 A/Brisbane/10/2007 A/Victoria/201/2009
HIN1pdmO09|No incluido No incluido No incluido A/California/07/2009
B Yamagata |Noincluido B/Florida/4/2006 No incluido No incluido
Victoria |B/Malaysia/2506/2004  Noincluido B/Brisbane/60/2008  B/Brishane/60/2008

Tabla 4. Cepas de gripe Ay B incluidas en las vacunas trivalentes anuales administradas a cada

cohorte de poblacion 265 afios en las temporadas 2006-07, 2008-09, 2009-10 y 2010-11.

Grupo de individuos con enfermedades autoinmunes
- Procedencia:
Las muestras de suero pre y post-vacunales de los individuos con enfermedades
autoinmunes fueron obtenidas en el Hospital Universitari Matua Terrassa (Terrassa —

Barcelona) y remitidas al NIC de Valladolid para su uso en este estudio.

- Ambito de estudio:
El estudio fue realizado en pacientes con enfermedades autoinmunes que fueron
vacunados con vacuna monovalente Pandemrix frente a la cepa A/California/7/2009 (subtipo

A/H1IN1pdmO09). Los pacientes incluidos en este estudio fueron reclutados durante la segunda
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onda pandémica del afio 2009 (desde la semana 47 del 2009 hasta la semana 4 de 2010) en

plena circulacion pandémica del subtipo A/HIN1pdmO09.

- Criterios de inclusion:
En este estudio se incluyeron aquellos individuos varones y mujeres de mas de 18 afios
de edad, vacunados con vacuna antigripal monovalente frente al subtipo de gripe

A/HIN1pdmO09, y afectados por alguna de las siguientes enfermedades autoinmunes:

- LES (Lupus eritematoso sistémico)

- SAF (Sindrome antifosfolipidico)

- Sindrome de Sloégren

- AR (Artritis reumatoide)

- Vasculitis sistémica

- Sindrome Overlap

- Dermatomiositis

- Enfermedad mixta del tejido conectivo
- Sindrome de Behget

- Polimiositis

- Esclerodermia

- Criterios de exclusion:
Se excluyeron aquellos pacientes en los que no se obtuvo una muestra de suero pre y
post vacunal (muestra pareada) y aquellos en los que no se obtuvo la informacién completa

referente al sexo, edad, fechas de inoculacién de la vacuna o de la extraccion de ambos sueros.

Atendiendo a estos criterios, se seleccionaron para el estudio un total de 48 individuos.

- Grupo de controles sanos:

Se incluyeron un total de 47 individuos sanos vacunados con vacuna antigripal
monovalente frente al subtipo A/HLIN1pdmQ9, de los que se extrajo de igual modo que en los
enfermos un suero pre vacunal y otro post vacunal. Las muestras de suero de la poblacion
control fueron también extraidas en el Hospital Universitari Mtua Terrassa. En ninguno de los
integrantes del grupo control se identificaron signos clinicos relevantes relacionados con algin

tipo de enfermedad autoinmune.
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- Recogiday almacenamiento de muestras:

Las muestras de suero de los individuos enfermos autoinmunes y de los controles
sanos fueron obtenidas por el personal médico del Hospital Universitari Mitua Terrassa
mediante puncién intravenosa en tubo para separacion de sueros Vacutainer de 8,5 ml. Estos
tubos fueron centrifugados durante 10 minutos a 3.500 r.p.m., y el sobrenadante fue
almacenado y etiquetado en un nuevo tubo. Las muestras de suero fueron enviadas al NIC de

Valladolid donde fueron almacenadas a -20°C hasta la realizacion del estudio.

- Recogida de datos clinicos:
Los datos clinicos y demograficos de los individuos con enfermedades autoinmunes y

de los individuos sanos fueron recogidos en el Hospital Universitari Mutua Terrassa e
integrados en una base de datos que fue posteriormente remitida al NIC de Valladolid para su
utilizacién en este trabajo. La informacion obtenida de los individuos se detalla a continuacién:

- Edad

- Sexo

- Fecha de extraccion del suero pre-vacunal

- Fecha de extraccién del suero post-vacunal

- Tipo de enfermedad autoinmune en la poblacion de enfermos

Vacunas utilizadas:

En los pacientes con enfermedades autoinmunes y en los controles sanos se
administré vacuna monovalente antigripal (Pandemrix-GSK) en cuya formulacién Gnicamente

se encontraba la cepa A/California/07/2009 del subtipo A/HIN1pdmOQo9.

Comité de ética — Consentimiento informado

En el aspecto cientifico y ético, los protocolos del estudio y de recogida de las muestras
de este trabajo obtuvieron aprobacion del Comité de Etica de la Consejeria de Sanidad de la
Junta de Castilla y Ledn (individuos mayores de 65 afios) y del Hospital Universitari Matua
Terrasa (individuos con enfermedades autoinmunes y controles sanos). Los formularios de

consentimiento informado estan dispuestos como Anexo | y Anexo Il en el apartado de Anexos.
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Métodos

Analisis seroldgicos

El andlisis serolégico de los individuos mayores de 65 afios y de los enfermos
autoinmunes y controles sanos realiz6 mediante reaccion de inhibicion de hemaglutinacion
(RIH). Esta técnica se basa en la capacidad que posee la proteina hemaglutinina (HA) de los
virus de la gripe en unirse especificamente a los receptores de superficie de los eritrocitos de
diferentes especies animales. La RIH es la prueba recomendada por la OMS para la
determinacion de las caracteristicas antigénicas de los virus de la gripe en el Programa Mundial

de Vigilancia de Gripe (174).

- Cepas de gripe y antisueros utilizados en el estudio:
En este estudio se han utilizado 14 cepas de 8 subtipos diferentes de virus de la gripe,
de las cuales 9 fueron de virus de gripe Ay B estacionales, 2 cepas de virus de la gripe A/HIN1
que circularon en la década de 1940, y 3 cepas de subtipos de gripe aviar aisladas de

hospedadores humanos.

Las cepas de gripe A y B estacionales utilizadas en el estudio procedieron de los
reactivos de identificacion distribuidos por la OMS a sus NICs (WHO Influenza Reagent Kit for
Identification of Influenza Isolates) en las camparias vacunales de las temporadas 2006-2007,
2008-2009, 2009-2010 y 2010-2011 (Figura 22). Estas cepas proceden de cultivos celulares o
cultivo en embrion de pollo, y son inactivadas mediante el uso de B-propiolactona (BPL) para
su utilizacion en laboratorios con instalaciones de bioseguridad de tipo Il (BSL-ll). Los
antigenos de las cepas de los subtipos A/HIN1, y A/H3N2 fueron utilizados en su formato
crudo, mientras que en el caso de las cepas de los linajes B/Yamagata y B/Victoria fueron
utilizados en su formulacién extraida mediante éter para optimizar los resultados obtenidos.
En el caso de la cepa A/California/7/2009 del subtipo A/HIN1pdmO09 se utiliz6 antigeno

procedente de Bulk de vacuna cedido por la empresa GSK.

Las cepas A/Weiss/43 y A/FM/1/47 que circularon en la década de 1940 procedentes
del subtipo pandémico A/HIN1 de 1918 fueron cedidas por el Centro Europeo de gripe
colaborador de la OMS Francis Crick Institute, ubicado en Mill Hil, Londres. Estas cepas fueron

cultivadas en embrién de pollo en el NIC de Valladolid para la obtencion de carga viral
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suficiente para los experimentos, y posteriormente almacenadas a -80°C en alicuotas hasta su

uso. Estas cepas no fueron inactivadas por ningiin método previamente a su utilizacién.

Figura 22. Equipo de reactivos de la OMS (WHO Influenza Reagent Kit for Identification of
Influenza Isolates) para la caracterizacion antigénica de virus de la gripe y estudio de presencia
de Acs.

Las cepas de virus de la gripe aviar A/Vietham/1194/2004 (subtipo A/H5N1),
A/Mallard/Netherlands/12/2000 (subtipo A/H7N3), y A/HongKong/1074/1997 (subtipo
A/HIN2), fueron adquiridas a través del NIBSC (National Institute for Biological Standards and
Control). Dichas cepas procedieron de virus cuyo hospedador es el ser humano, que fueron
cultivados en embrion de pollo, inactivados y parcialmente purificados. Debido a que estas
cepas fueron inactivadas por la casa comercial, fueron utilizadas en condiciones de seguridad
BSL-II.

- Propagacion de virus en cultivo en embrion de pollo:

Con el fin de obtener suficiente carga viral de las cepas de gripe A/Weiss/43 y
A/FM/1/47 para su uso en las pruebas seroldgicas, se realiz6 un cultivo de ambas cepas
utilizando huevos embrionados de gallina de 7-9 dias de incubaciéon. A su llegada, se
eliminaron aquellos huevos en los que no se detect6 presencia de embrién y aquellos en los
que el embrién no presentaba movimiento, o aquellos en las que no se observaron
ramificaciones artero-venosas como indicadoras de la viabilidad del embrion. Los huevos vivos
fueron posteriormente lavados con solucion yodada diluida al 10% para evitar
contaminaciones derivadas del proceso de inoculacion. Se realizaron sendos agujeros en la
cavidad alantoidea y en la cdmara de aire de cada huevo embrionado con el fin de igualar

presiones, inyectandose posteriormente 0,2 ml del virus en la cavidad alantoidea por puncién
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directa con aguja hipodérmica, sellando posteriormente los orificios de inoculacién con

parafina para mantener las condiciones asépticas del cultivo (Figura 23). Los huevos inoculados
fueron incubados en rotacion continua a 35°C y 70% de humedad durante 3 dias hasta realizar

la recogida o harvesting de los liquidos amnioticos (LAM) y alantoideos (LAL).

Figura 23. Proceso de inoculacién manual de virus de la gripe en huevos embrionados de

gallina. Fuente: Consumer Updates-FDA.

Para la recogida del LAM y LAL (Figura 24), los huevos inoculados con el virus se
almacenaron -20°C durante 45 minutos con el fin de eutanasiar al embrion siguiendo los
principios de Bioética y Bienestar Animal. Este procedimiento ademas permite una recogida
mas limpia del liquido alantoideo debido a la retraccion capilar que ocurre debido a las bajas
temperaturas. Una vez practicada la eutanasia, el LAL fue recogido mediante la apertura del
huevo embrionado a través de la cdmara de aire, recogiendo dicho liquido mediante pipetas
Pasteur estériles y almacenandolo en tubos estériles de 20 ml. Estos viales fueron
almacenados durante 24 horas a 4°C para permitir la estabilizacion del titulo viral, y
posteriormente se repitié el proceso de cultivo para realizar un segundo pase de en huevo
embrionado de gallina para obtener mayor carga viral. El liquido alantoideo obtenido del

segundo pase fue alicuotado en tubos eppendorf de 1,5 mly almacenado a -80°C hasta su uso.
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Figura 24. Proceso de harvesting manual para la recogida del LAM y LAL.

- Extraccion de sangre de gallinay su procesado:

Extraccién de sangre de gallina

Para la realizacién de los ensayos serolégicos se precisé del uso de hematies de gallina.
La sangre fue obtenida por el personal del Animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid por puncion intracardiaca con aguja hipodérmica de 18G, siguiendo
los principios de Bioética y Bienestar Animal. Para evitar la coagulacion de la sangre, la
extraccion sanguinea se realiz6 en una base de solucién Alsever incluida dentro de la jeringa en
una proporcion 50%-50%. Con el fin de evitar errores debido a la variabilidad individual de
cada animal, la sangre fue extraida de cuatro animales diferentes en cada extraccion. La sangre

extraida fue almacenada a 4°C hasta su uso.

Procesado y limpieza de la sangre

Debido a que la fraccion de sangre que interesa para la realizacién de los estudios de
RIH son las células rojas (hematies), la sangre requiri6 de una serie de lavados y
centrifugaciones previas a su uso para lograr eliminar las células blancas y el plasma. Para el

proceso de lavado, la sangre fue centrifugada en tubos tipo Falcon de 20 ml a 2.500 rpm
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durante 10 minutos. Tras esta centrifugacion, se eliminé el liquido sobrenadante (mezcla de

suero y solucion anticoagulante Alsever) y se retird la capa de leucocitos (buffy coat)
depositada en la superficie del sedimento de hematies con ayuda de una pipeta Pasteur de
punta fina. Posteriormente se afiadié un volumen de cloruro sélido en suspension al 0,9% y se
repitio la centrifugacion, eliminando posteriormente el sobrenadante y los restos de buffy coat
gue aun quedara en los tubos. El dltimo lavado se realiz6 incluyendo un volumen de PBS a la
suspension sanguinea repitiendo nuevamente la centrifugacion. Por dltimo, se elimind de
nuevo el sobrenadante y los restos de la capa de buffy coat, y los hematies se diluyeron de
nuevo en un volumen de PBS arbitrario (aproximadamente diez veces el volumen del
sedimento) para su almacenaje a 4°C hasta su uso (durante un maximo de 4 dias). A esta

solucion de hematies se le Ilamé concentrado lavado de hematies (CLH).

Preparacion de las diluciones de hematies

Una vez lavados los hematies, estos han de ser diluidos a la concentracion requerida
para su uso. Para el tratamiento de los sueros, la concentracion requerida de hematies fue del
50%, mientras que para el uso en titulacion y RIH la concentracion utilizada fue del 0,75%. Para
obtener estas diluciones, se realiz6 una determinacién del hematocrito mediante una
centrifugacion con un tubo graduado destinado a tal efecto para conocer la concentracion de
la solucién del CLH. Una vez conocido este valor, se realizé una dilucion de la cantidad de
hematies necesaria en el volumen de PBS requerido para su utilizacién en la reaccion, de

acuerdo con la siguiente formula:

Vi XC =V, XC,
donde:
V; =volumen de hematies inicial necesario
C, = concentracion de hematies en el tubo original
V, = volumen de hematies requerido en la dilucidn final

C, = concentracion necesaria para la dilucién final
Y donde V, fue hallado de la siguiente forma:

V,=Volumen de hematies requerido para cada reaccién =

=NO Sueros X N° pocillos por suero X volumen de hematies en cada pocillo
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Para el célculo del volumen final de la dilucién CLH necesaria, se afiadié un volumen de

5 ml mas para evitar errores derivados del pipeteo y de la lisis posterior de algunos hematies.

Las diluciones realizadas fueron almacenadas a 4°C durante un méaximo de 3 dias hasta su uso.

- Tratamiento de los sueros:

La presencia de inhibidores inespecificos de tipo a (termoestables), B (termolabiles) y
gamma (termoestables) en los sueros humanos pueden provocar resultados anémalos en la
RIH, por lo que es necesaria su eliminacion previamente a la realizacion de los experimentos
(175). Para la inactivacion de estos inhibidores se utiliz6 RDE (Receptor Destroying Enzyme —
Denka Seiken) que es una enzima de tipo neuraminidasa procedente de cultivo de Vibrio
cholerae Ogawa 558 que destruye este tipo de moléculas. Para el tratamiento de los sueros se
mezclaron 300 pl de RDE 'y 100 pl de suero en un tubo eppendorfy se mantuvieron en un bafo
de calor a 37°C durante 16-18 horas. Posteriormente se inactivd el RDE aumentando la
temperatura a 56°C durante 30 minutos. Para adsorber las hemaglutininas inespecificas, la
solucion tratada de suero y RDE se mezcld con 100 pl de hematies de gallina al 50% y se
centrifugd a 2.500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue recogido en un nuevo tubo
eppendorf rotulado con los datos de cada paciente, y se afiadié en cada tubo un volumen de
600 ul de PBS para obtener una disolucion de stock de suero diluido al 1/10. Los sueros
tratados fueron almacenados en gradillas de 96 pocillos a -20°C hasta su uso. Previamente al
uso de estos sueros, se realizé una decomplementacion de los mismos incubandolos durante

30 minutos a 56°C.

- Reaccion de Inhibicién de Hemaglutinacion - Principio cientifico-técnico
La RIH es la técnica recomendada por la OMS para la caracterizacion antigénica de los
virus de la gripe en el Programa Mundial de Vigilancia de estos virus. Esta técnica esté basada
en la capacidad de los virus de la gripe en aglutinar hematies de diferentes especies animales.
Las espiculas de la proteina HA presentes en la superficie del virién se unen especificamente a
los receptores acido sialico presentes en las células sanguineas de la serie roja. Cuando se da
este fendmeno, se forma una malla o reticulo entre los virus y los hematies que es observable

de forma macroscopica (Figura 25).
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Figura 25. Esquema de la visualizacion macroscopica y microscopica de la hemaglutinacion en
placas de microtitulacion en fondo “V” en presencia de virus de la gripe y de la no
hemaglutinacion en presencia Unicamente de hematies. Extraido y modificado de protocolos
del Centro Europeo de gripe colaborador de la OMS Francis Crick Institute, Mill Hill,

Londres.

En presencia de Acs capaces de reconocer especificamente determinados virus de la
gripe, estos se uniran a la proteina HA y bloguearan el receptor de acido silico, por lo que los
hematies no podran unirse especificamente al virus. Esto provocard que los hematies
precipiten observandose su sedimentacion en el fondo del pocillo y su caida en forma de
lagrima si se inclina la placa utilizada (Figura 26). A este proceso se le denomina inhibicion de la
hemaglutinacion. Este fendmeno también se observa si el virus no tiene receptor afin a
determinados eritrocitos, denominandose en este caso ausencia de hemaglutinacién o virus no

hemaglutinante.
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Figura 26. Esquema de la visualizacion macroscopica y microscopica de la inhibicion de
hemaglutinacién en placa de microtitulacion en fondo “V” en presencia de virus de la gripe y
de suero con Acs especificos. Extraido y modificado de protocolos del Centro Europeo de gripe

colaborador de la OMS Francis Crick Institute, Mill Hill, Londres.

Titulacién de los virus de la gripe:

El objetivo de la titulacion de los virus de la gripe es conocer la concentracion del virus
en stock que se va a utilizar para poder adecuar la dilucion posteriormente a los ensayos
seroldgicos que se realicen. Para que esta titulacion fuera exacta, cada prueba se realizé
partiendo de 3 diluciones diferentes del virus en PBS (1/10, 1/50 y 1/100), ademas de titular
por duplicado cada una de estas diluciones. La titulacion de estos antigenos gripales se realizé
en placas de microtitulacion de 96 pocillos con fondo “V”. Se dispensaron 50 pl de PBS a cada
pocillo en toda la placa exceptuando en la primera columna, y posteriormente se dispensaron
50 I de antigeno diluido en los pocillos primero y segundo de cada fila segun las diluciones

previamente descritas.

De esta manera, en la primera columna se encontraba el antigeno a la dilucion
previamente realizada (1/10, 1/50 6 1/100) y en la segunda columna el antigeno diluido a la
mitad. Se realizaron después diluciones dobles seriadas desde el segundo pocillo hasta el final,
traspasando un volumen de 50 pl del contenido de cada pocillo hasta el siguiente. Se descartd
el dltimo volumen de la pipeta después de realizar la Ultima dilucion doble. Se incluy6 un
control negativo en el que solo se dispensé 50 ul de PBS en cada pocillo. Posteriormente se
afladieron 50 ul de hematies de gallina diluidos al 0.75% en todos los pocillos de la placa y se

incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos hasta su lectura.
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Lectura e interpretacion de las placas de titulacion

La lectura de las titulaciones de los virus se realiz6 con la placa de microtitulacion
inclinada a 60-70° sobre una superficie blanca. La apariencia de los pocillos se determiné como

se muestra a continuacion (Figura 27):

Virusa 1/2

Virusa 1/2

Virusa 1/2
Virusa 1/2

Control (-)
Control (-)

Figura 27. Lectura del ensayo de titulacion de virus de la gripe con hematies de gallina al
0,75%. La lectura se realiza con la placa inclinada a 60-70°. La dilucion mas alta con

hemaglutinacién completa se corresponde con el titulo hemaglutinante del virus analizado.

Se determin6 como titulo hemaglutinante la dilucién mas alta (pocillo) en la que se
observara hemaglutinacion completa, determinada como ausencia de lagrima de sangre en la
posicién inclinada. Una vez obtenido el titulo de las diferentes diluciones iniciales ensayadas se
hallé la media aritmética del titulo, dividiéndose posteriormente entre 4 para obtener la

dilucion de 4 unidades hemaglutinantes (UH) necesaria para los ensayos de RIH.

Control de unidades hemaglutinantes

Previamente a la realizacion de los ensayos seroldgicos es necesario comprobar que la
dilucion del virus contiene un valor estandarizado para estos ensayos de 4 unidades
hemaglutinantes. Para ello se volvié a titular la dilucion calculada de 4 unidades en una nueva
placa de microtitulacion. Se tom6 como dilucién correcta aquella en la que se observo
hemaglutinacién completa hasta el tercer pocillo de dilucion, ya que es el que contiene 4

unidades hemaglutinantes. En el caso de no alcanzar o sobrepasar esta dilucion en esta
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prueba, la dilucion original de 4UH fue ajustada mediante la adicion o disolucién de antigeno

realizadndose un nuevo ensayo de control hasta su completo ajuste.

Reaccion de Inhibicién de Hemaglutinacion (RIH)

El objetivo de la RIH es conocer el titulo de Acs HAs presentes en los sueros de la
poblacion estudiada. Para su realizacion se utilizaron placas de microtitulacién de 96 pocillos
con fondo “V” en las que se dispensaron 50 ul de PBS en todos los pocillos exceptuando en la
segunda columna (columna de primera dilucion el suero). Posteriormente se dispensaron 50 pl
del suero de cada paciente en el primer pocillo (control de suero), segundo y tercero. Se
realizaron diluciones seriadas dobles del suero desde el tercer pocillo utilizando de volumen de
dilucién 50 pl. Se descartd el volumen final. Posteriormente se dispensaron 50 pl del antigeno
con una concentracion de 4UH en cada pocillo a excepcion de la primera columna (control de
suero). Se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente para permitir la union de la HA
del virus y los Acs, y seguidamente se dispensd 50 ul de hematies diluidos al 0,75%,
incubandose de nuevo durante 45 minutos a temperatura ambiente. En el test se incluyeron
controles positivos (PBS+virus+thematies) y controles negativos (PBS+hematies) ademas de los

anteriormente mencionados controles de suero en la primera columna de cada placa.

Interpretacion de la RIH

La interpretacion de los resultados obtenidos en la RIH se realizo inclinando la placa de
microtitulacion a 60-70°. Se tom6 como titulo de Acs HAs la dltima dilucién de suero en la que
se observd inhibicién de hemaglutinacién completa como se muestra a continuacién (Figura

28):
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Figura 28. Lectura del ensayo de RIH con hematies de gallina al 0,75% en placa de fondo “V”.
La lectura se realiza con la placa inclinada a 60-70°. El titulo de Acs de cada suero se
determina por la dilucion mas alta en la que se observa inhibicion completa de la
hemaglutinacién. La primera columna fue utilizada como control de suero (CS), en la que no se

inoculé el virus.

Andlisis de las secuencias genéticas de virus de la gripe A

Con el fin de conocer la distancia genética y la relacion filogenética de las cepas de
gripe A utilizadas en los estudios seroldgicos, se realizd un analisis de las secuencias del gen de
la HA de las cepas antes mencionadas. En dicho analisis se incluyeron ademas cepas de gripe
relacionadas con las incluidas en el estudio para poder observar las relaciones filogenéticas en
un contexto mas amplio, como por ejemplo las cepas de gripe A/HIN1 antiguas
A/FortWarren/1/1950 y A/Bellamy/JY2/1942, que circularon también en la década de 1940, la
cepa de Gripe Espafiola de 1918 (A/SouthCarolina/1/1918), la cepa de gripe A/HIN1 que re-
emergido en 1977 (A/USSR/90/1977), la cepa de gripe A/H2N2 que aparecido en 1957
(A/Albany/22/1957), la primera cepa de gripe A/H5N1 aislada en uno de los primeros brotes
de este virus en seres humanos (A/HongKong/378.1/2001), asi como la cepa A/H3N2 que
aparecio en el afio 1968 (A/HongKong/1-1-MA21-1/1968). Las secuencias de las cepas de gripe
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utilizadas en este estudio filogenético fueron extraidas de las bases de datos GISAID, Influenza

Research Database (IRD) y GenBank. En la Tabla 5 se detalla el nUmero de acceso de cada una:

Subtipo Ao Cepa Codigo Acceso
1918 A/SouthCarolina/1/1918 AF117241
1942 A/Bellamy/JY2/1942 CY146769
1943 A/Weiss/43 AF494247
%\/ 1947 A/FM/1/47 u02085
\25/ 1950 A/FortWarren/1/1950 CY009332
?X 1976 A/Wisconsin/263/1976 CY177464
1999 A/NewCaledonia/20/1999 AY289929
2007 A/Brishane/59/2007 CY163776
A 2009 _ |A/California/7/2009 . _.CY121680 _
1968 A/HongKong/1-1-MA21-1/1968 CY033097
rb%q’ 2005 A/Wisconsin/67/2005 CY163912
?3\2\ 2007 A/Brishane/10/2007 EU199366
N 2009 _ |A/Perth/16/2009 _ KM821346 _
_AHN2 | 1957 |A/AIbany/22/1957 _ |_.cvoe2013
A/HEN1 2001 A/HongKong/378.1/2001 GU052089
A 2004 _ |A/Vietnam/1194/2004 _ | EF541402 _
AHIN3 | 2004 _ |A/Canada/rv504/2004 |_.CY015006 _
AHON2, | _ 1997 _ |A/HongKong/1074/1997 |_.GU0s3179 _

Tabla 5. Afio de aislamiento y cédigo de acceso de las secuencias del gen HA de las cepas de

gripe A utilizadas en el estudio y relacionadas con estas.

Para el andlisis de las estas secuencias del gen de la HA se utiliz6 el programa
bioinformatico BioEdit 7.2.3. Mediante la herramienta “ClustalW Multiple Alignement” se
realizo el alineamiento mdltiple de las secuencias para su posterior analisis. Posteriormente,
mediante el programa bioinformatico MEGA 5.2 se construyé una matriz de distancias
genéticas utilizando el modelo “Maximum Composite Likelihood” y un arbol filogenético

utilizando el modelo de “Tamura-Nei” usando las secuencias anteriormente alineadas.
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Analisis estadistico

Para analizar la inmunizacion de la poblacion, la respuesta humoral y la eficacia de las
vacunas de gripe utilizadas en las poblaciones estudiadas, se han seguido las guias consenso
del European Committee for Proprietary Medicinal Products (CPMP) descritas por la EMA
(1997) (159).

Las guias de la EMA son de uso comun en la evaluacion de la eficacia vacunal, y
establecen una serie de criterios para evaluar si el efecto de la vacuna ha sido satisfactorio. En
ellos se establece que en poblacion mayor o igual a 60 afios la seroconversion debe
documentarse en al menos el 30% de los casos, el incremento de la media geométrica entre
los titulos de los sueros pre-vacunales y post-vacunales tiene que ser al menos 2,0 puntos, y
gue al menos un 60% de los casos posean titulos post-vacunales mayores o iguales a 1/40
(titulo hemaglutinante considerado como protector). En el caso de los pacientes con edad
inferior a 60 afios se establece que la eficacia vacunal esta probada si la tasa de Seroproteccion
es mayor o igual al 70%, si la tasa de seroconversién es mayor o igual al 40% y si el incremento
de la media geométrica entre los titulos de los sueros pre y post-vacunales es mayor 2,5 (159).

Estos parametros analiticos se detallan a continuacion:

1. Tasa de Seroproteccion:
Porcentaje de la poblacion que tras la vacunacion posee un titulo de Acs HAs

post-vacunales mayor o igual a 1/40 (Acs protectores).

2. Tasade Seroconversion:
Porcentaje de la poblacion que la vacunacion le produce un aumento de al
menos cuatro veces el titulo entre el suero pre-vacunal y post-vacunal (por

ejemplo, de 1/10 a 1/40).

3. Media geométricas de los titulos (MGTSs):

Debido a que los titulos de Acs son valores que siguen una progresion
geomeétrica y una distribucion no Normal con cierta asimetria derecha, la media
aritmética no es un método adecuado para el calculo de los valores de tendencia
central, provocando en la mayoria de los casos una sobreestimacion de estos
valores. Para hallar la MGTs se ha de realizar una transformacion logaritmica

(Logaritmo neperiano) de los datos, con el fin de conseguir una distribucién
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Normal de tipo Gaussiano. El valor de tendencia central serd por tanto la media

aritmética de esta transformacion. Ya que en este estudio se han valorado titulos
<1/10, este titulo de Acs se ha considerado como 1 para el célculo del logaritmo

neperiano con el fin de obtener un valor neutro.

4. Razon de Incremento o Factor de Seroconversion:
La Razén de Incremento (RIC) o factor de Serconversion permite estudiar el
incremento de titulos que ha experimentado una poblacion como respuesta a la
vacunacion antigripal, y se define como la divisién entre la MGTs post-vacunales y

pre-vacunales.

Ademas de estos cuatro parametros, en este estudio se analiz6 también el analisis de
la Tasa de Proteccion Vacunal (TPV), calculandose como el porcentaje de individuos que
adquirieron un titulo >1/40 frente a un determinado virus tras la vacunacion. En el caso del
analisis de los virus aviares se analiz6 también el serorrefuerzo, contemplado como aquellos
sueros pre-vacunales con titulos <1/10 que tras la vacunacién anual trivalente obtienen un

titulo de 1/20 (aumento de 4 titulos sin llegar a valores de titulos protectores de 1/40).

Ademas de los pardmetros utilizados para evaluar la eficacia de las vacunas
administradas frente a los diferentes virus analizados, se ha considerado importante analizar
los siguientes parametros utilizando diferentes analisis estadisticos. Para estos céluclos se

utilizé el programa informatico SPSS V20.0:

1. Test de McNemar para muestras apareadas:
Este test no paramétrico fue utilizado para estudiar el efecto de la vacuna en
términos seroconversion frente a todos los subtipos y cepas de gripe utilizados en los

diferentes grupos poblacionales analizados. Se fijé un nivel de significacion de a=0,05.

2. Test T de Student para muestras apareadas:

El test T de Student para muestras apareadas se utiliz6 para comprobar la
existencia de diferencias entre los valores MGTs pre-vacunales entre los distintos virus
(comparacion de los Acs HAs pre-vacunales) y los valores MGTs post-vacunales entre
los distintos virus (comparacion de los Acs HAs post-vacunales). Se fijé un nivel de

significacion de a=0,05.
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3. Test T de Student para muestras independientes:

El test T de Student para muestras independientes se utilizd para comprobar la
existencia de diferencias en la Razén de Incremento entre la aplicacién de vacunas
adyuvadas o fraccionadas en la cohorte de individuos >65 afios en funcion del virus
analizado. Este test estadistico fue ademas utilizado para comprobar la existencia de
diferencias en la RIC en funcion de la edad y el sexo de los individuos. Se fij6 un nivel

de significacion de a=0,05.

Analisis ANOVA de un factor — Test de Bonferroni:

El analisis ANOVA de un factor mediante el test de Bonferroni se utiliz6 para
comprobar la existencia de diferencias en la MGTs pre-vacunales entre los diferentes
grupos de individuos analizados frente a cada virus. Este test estadistico se utilizd
también para comprobar diferencias entre la media de edad y en el nimero de dias de
exposicion a la vacuna trivalente anual de las distintas cohortes en la poblacion >65

afios. Se fijo un nivel de significacion de a=0,05.

Test Chi-cuadrado:
El test Chi-cuadrado (x2) se utilizd para comprobar las diferencias existentes en
el efecto de la vacunacion en funcion del tipo de vacuna (Adyuvada o Fraccionada) en

términos de tasa de seroproteccion. Se fij6 un nivel de significacion de a=0,05.
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Resultados

La exposicion de los resultados se ha realizado atendiendo a los dos grupos de
poblacion estudiados en este trabajo, por un lado la poblacion mayor de 65 afios y por otro la
poblacion con enfermedades autoinmunes. En el primer grupo (poblacion mayor de 65 afios)
se evalud la presencia en sangre periférica de Acs hemaglutinantes (HAs) frente a cepas de
gripe estacionales, cepas A/HIN1 antiguas y cepas de gripe aviar. Se analizd posteriormente la
respuesta inmune tras la vacunacion anual trivalente en las cuatro cohortes incluidas en el
estudio. En el segundo grupo poblacional (poblacion con enfermedades autoinmunes) se
evalud la presencia de Acs HAs frente a los subtipos de gripe estacionales previamente a la
vacunacion, asi como la respuesta inmune humoral tras la vacunacién con vacuna

monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09.

Analisis de Acs previos a la vacunacién y de la respuesta inmune humoral tras la

vacunacion en poblacional mayor de 65 afios frente a distintos virus de la gripe

Los resultados obtenidos de los individuos mayores de 65 afios se han expuesto en
funcién de sus caracteristicas clinicas y demogréficas. Se estudiaron los Acs HAs previos a la

vacunacion y la respuesta inmune humoral frente a cada virus analizado.

Caracteristicas demogréficas y clinicas de los individuos 265 afios

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los individuos 265 afios del estudio se
analizaron de forma global y en cada cohorte poblacional de cada temporada incluida en el

estudio.
1. Analisis demografico y clinico global

El grupo poblacional de individuos >65 afios se constituyé con 174 individuos
distribuidos en cuatro cohortes procedentes de las temporadas de gripe 2006-07 (n;=45),
2008-09 (n,=43), 2009-10 (n3=43) y 2010-11 (n4=43). La media de edad de todo el grupo fue de

75,9 afios con una Desviacién Estandar (DE) de 7,6 afios y una mediana de 76,5 afios.

El 57,5% de los individuos incluidos fueron varones (n;=100) y el 45,5% mujeres (n,=74)
(Figura 29). EI nimero medio de dias entre la administracion de la vacuna y la extraccion del

suero post-vacunal (NDEV) fue de 33,8 dias con una DS de 7,9 y una mediana de 32,0 dias.
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42,5%
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m Varén
m Mujer

Figura 29. Distribucién porcentual de sexos en el grupo de individuos >65 afios.

2. Analisis demografico y clinico por cohorte

Los valores de la media de edad, DE, mediana de la edad y el NDEV de las cohortes de

cada temporada, asi como la distribucién por sexos de los individuos se exponen en la Tabla 6.

Dias de exposicién a
lavacuna
Cohortes |Media DE Mediana|Varén % Mujer % |Media DE Mediana] Total
2006-07 | 747 6,6 74,0 29 644 16 356/ 314 26 310 45
2008-09 | 79,2 81 80,0 20 465 23 535 334 32 350 43
2009-10 | 748 6,8 76,0 27 628 16 37,2 391 140 330 43
2010-11 | 753 79 750 24 558 19 442| 31,7 20 320 43

Edad Sexo

Tabla 6. Valores de la media, DE y mediana de las variables Edad y NDEV de cada cohorte.

Valores porcentuales y absolutos de la variable Sexo de los individuos 265 afios.

La media de edad de los individuos =65 afios oscil6 entre los 74,7 afios (cohorte de la
temporada 2006-07) hasta los 79,2 afios (cohorte de la temporada 2008-09). Mediante el
analisis ANOVA de un factor (test de Bonferroni; a=0,05) se observaron diferencias
significativas en la media de edad de los individuos de la temporada 2008-09 frente al resto de

cohortes (p<0,05), siguiendo la distribucion que se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Media de edad e intervalo de confianza al 95% de los individuos 265 afios de las

cohortes incluidas en el estudio.

El porcentaje de varones oscil6 entre el 55,8% (cohorte de la temporada 2010-11) y el
64,4% (cohorte de la temporada 2006-07), a excepcién de la cohorte de la temporada 2008-09

en la que los varones representaron el 46,5% del total (Figura 31).
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Figura 31. Distribucion por sexo de los individuos =65 afios incluidos en cada cohorte.
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EI NDEV medio de los individuos de cada cohorte oscilé entre 31,4 dias (cohorte de la

temporada 2006-07) y 39,1 dias (cohorte de la temporada 2009-10). El andlisis ANOVA de un
factor (test de Bonferroni; a=0,05) mostr0 diferencias significativas en la media del NDEV de la
cohorte de la temporada 2009-10 frente al resto de cohortes (p<0,05), siguiendo la

distribucion que se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Distribucion en box-plot de la media y del intervalo de confianza al 95% de la
variable NDEV en los individuos 65 afios de cada cohorte. o', valores del NDEV por encima

del intervalo de confianza para la cohorte de la temporada 2009-10.
De los dos tipos de vacunas antigripales que recibié esta poblacion, las de tipo

Adyuvado (VAD) fueron administradas a un total de 71 personas (40,8%) y las de tipo
Fraccionado (VFR) a un total de 103 personas (59,2%).
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Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune humoral tras la

vacunacion con vacuna trivalente anual frente a virus de gripe Ay B estacionales

En este epigrafe se analizaron los Acs HAs previos a la vacunacion frente a virus de la
gripe A y B estacionales en el grupo de poblacion =65 afios. Se estudié ademas la respuesta
inmune humoral tras la vacunacién con vacuna trivalente anual frente a estos virus en
términos de Seroproteccién, proteccion vacunal y Seroconversion en funcion de cada cohorte,

de la edad y sexo de los individuos y del tipo de vacuna administrada.

1. Analisis de los Acs HAs pre-vacunales totales y por cohorte frente a virus de la gripe A

y B estacionales

Andlisis global de los Acs HAs pre-vacunales frente a los virus de la gripe A y B estacionales:

Al analizar los titulos pre-vacunales del grupo poblacional de individuos =65 afios se
observaron titulos considerados como protectores (21/40) frente a virus de la gripe A
estacionales en el 55,2% de los individuos frente al subtipo A/H3N2, en el 39,1% frente al
subtipo A/H1IN1 anterior al afio 2009 y solo en el 3,4% frente al subtipo A/H1IN1pdmQ9 (Tabla
7) (Figura 33). Frente a los virus de gripe B se observaron titulos protectores de Acs HAs en el

41,4% de los individuos frente al linaje B/Victoria y en el 33,9% frente al linaje B/Yamagata.

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje
A/HIN1pdm09| A/HIN1 | A/H3N2 | B(Yam) B(Vict)

Titulo N° % Ne % [ N° % | N° % | N° %
<10 13 793 | 20 115 17 98 | 42 241| 35 201
10 20 115 | 37 213 26 149 36 20,7| 32 184
20 10 5,7 49 282 3 201 37 213| 35 201

40 4 2,3 29 167 29 16,7 32 184 | 28 16,1
80 0 0,0 19 109| 38 218| 21 121 29 16,7
160 2 11 15 86| 8 46 | 4 23 | 7 4,0
320 0 0,0 4 23| 10 57| 1 06| 4 2,3
640 0 0,0 0 00| 6 341 0 00| 4 2,3
0

Titulos 21/40( 6 3,4 68 391| 96 552| 59 339 72 414

Tabla 7. Distribucion global de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos

protectores de Acs HAs frente a virus de gripe Ay B.
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Sueros con titulos protectores

Figura 33. Distribucion porcentual global de sueros pre-vacunales con titulos protectores de

Acs HAs frente a subtipos de gripe Ay B.

Andlisis por cohorte de los Acs HAs pre-vacunales frente a los virus de la gripe estacionales:

- Cohorte de la temporada 2006-07:

En la cohorte de la temporada 2006-07 el subtipo de gripe A frente al que se observo
un mayor nimero de sueros pre-vacunales con titulos protectores (>1/40) fue A/H3N2 (55,6%)
seguido del subtipo A/HIN1 (51,1%). El menor porcentaje de titulos protectores pre-vacunales
se observo frente al subtipo A/HIN1pdm09 (0,0%) (Tabla 8) (Figura 34). Ambos linajes de gripe
B mostraron titulos protectores en un porcentaje en torno al 30% de los individuos.

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HIN1pdmo09| A/HIN1 | A/H3N2 | B(Yam) B(Vict)
Titulo N % [ Ne 9% [N 9% | N°e % | N°e %

<10 38 844 | 2 44| 4 89| 10 22| 12 267

10 6 133 | 8 178| 8 178| 7 156| 11 244

20 1 22 | 12 267| 8 178| 15 333| 8 178

40 0 00 | 7 156 3 67| 9 200| 4 89

80 0 00| 8 178| 10 222| 4 89| 6 133

160 0 00 | 5 11,1 5 11,1 0 00| 2 44

320 0 00| 2 44| 3 67| 0 00| 1 22

640 0 00 |0 00| 1 220 00| 1 22

__.>640 _ 4 o0 00 1 22 3 670 00] 0_ _00]

Titulos 21/40| 0 00 | 23 51,1| 25 556| 13 289| 14 311

Tabla 8. Cohorte 2006-07: Distribucién de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos

protectores de Acs HAs frente a virus de gripe Ay B.
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Figura 34. Cohorte 2006-07: Distribucién porcentual de sueros pre-vacunales con titulos

protectores de Acs HAs frente a subtipos de gripe Ay B.

- Cohorte de la temporada 2008-09:

En la cohorte de la temporada 2008-09 el virus de gripe frente al que se observo mayor
numero de sueros pre-vacunales con titulos protectores fue el linaje B/Victoria (48,8%),
seguido por el subtipo A/H3N2 (39,5%) (Tabla 9) (Figura 35). El porcentaje de sueros con titulos
pre-vacunales protectores frente al subtipo A/HIN1 y el linaje B/Yamagata fue similar en torno

al 26%, mientras que frente al subtipo A/HIN1pdmO9 el porcentaje fue muy bajo (2,3%).

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HINIpdmO09| A/HINI | A/H3N2 | B(Yam) | B(Vict)
Titulo N % | Ne % | Ne % | N % | No %
<10 37 860 9 209] 9 209] 14 36| 4 93
10 1 23| 12 279 8 186| 14 326| 4 93
20 4 93 | 10 23| 9 29| 4 93| 14 26
40 0 00| 4 93| 4 93| 5 16| 4 93
80 0 00| 3 70| 7 163 4 93| 11 256
160 1 23| 3 70| 3 70| 0 00| 3 70
320 0 00| 2 47| 1 23| 1 23] 1 23
640 0o 00| 0 00| 1 23| 0 00| 2 47
__>%%__J1 o __oo0o | o _oo0f 1 23| 1 23| 0 00|
Titulos>1/40| 1 23 | 12 279] 17 395 11 256 21 488

Tabla 9. Cohorte 2008-09: Distribucién de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos

protectores de Acs HAs frente a virus de gripe Ay B.
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Figura 35. Cohorte 2008-09: Distribucién porcentual de sueros pre-vacunales con titulos

protectores de Acs HAs frente a subtipos de gripe Ay B.

con titulos protectores se observé frente al subtipo de gripe A/H3N2 (51,2%) seguido del linaje
B/Yamagata (37,2%) (Tabla 10) (Figura 36), mientras que en el caso del linaje B/Victoria el
porcentaje fue del 30,2%, en el caso del subtipo A/HINL1 del 23,3% y en el caso del subtipo

Cohorte de la temporada 2009-10:

En la cohorte de la temporada 2009-10 el mayor porcentaje de sueros pre-vacunales

A/HINLpdm09 del 2,3%.

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HIN1pdm09] A/HINL | A/H3N2 | B(Yam) B(Vict)
Titulo N % | N° % [ N % | Ne % | N° %
<10 33 767 | 8 186| 4 93| 13 302 15 349
10 6 140 | 7 163| 6 140| 4 93| 10 233
20 3 70 | 18 419| 11 256| 10 233| 5 116
40 1 23| 6 140| 6 140| 10 233| 8 186
80 0 00| 2 47| 8 186| 5 116| 4 93
160 0 00| 2 47| 0 00| 1 23| 1 23
320 0 00| 0 00| 5 116/ 0 00| 0 00
640 0o 00| 0 00| 2 47| 0 00| 0 00
___b4__J_0_ _ 00 0 _001 1 23| 0 _00]| 0__00]
Titulos>1/40| 1 23 | 10 233| 22 512| 16 372| 13 302

Tabla 10. Cohorte 2009-10: Distribucion de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con

titulos protectores de Acs HAs frente a virus de gripe Ay B.
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Figura 36. Cohorte 2009-10: Distribucién porcentual de sueros pre-vacunales con titulos

protectores de Acs HAs frente a subtipos de gripe Ay B.

Cohorte de la temporada 2010-11:

En la cohorte de la temporada 2010-11 el subtipo de gripe A/H3N2 fue el que mostr6
mayor porcentaje de sueros pre-vacunales con titulos protectores de Acs (74,4%), seguido del
linaje B/Victoria (55,8%), del subtipo A/HIN1 (53,5%), linaje B/Yamagata (44,2%) y del subtipo
A/HIN1pdm09 (9,3%) (Tabla 11) (Figura 37).

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HIN1pdm09] A/HINL | A/H3N2 | B(Yam) B(Vict)
Titulo N % | N° % [ N % | Ne % | N° %

<10 30 698 1 23| 4 93| 5 116 4 93

10 7 163 | 10 233| 0 00| 11 256| 7 163

20 2 47| 9 209| 7 163| 8 186| 8 186

40 2 47 | 12 279| 16 372| 8 186| 12 279

80 1 23| 6 140| 13 302| 8 186| 8 186

160 1 23| 5 16| 0 00| 3 70| 1 23

320 0 00| 0 00| 1 23| 0 00| 2 47

640 0o 00| 0 00| 2 47| 0 00| 1 23

___b4__J_0__ 00 0 __00; 0_ 00 O 00| 0__00]

Titulos>1/40| 4 93 | 23 535| 32 744| 19 442| 24 558

Tabla 11. Cohorte 2010-11: Distribucién de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con

titulos protectores de Acs HAs frente a virus de gripe Ay B.
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Figura 37. Cohorte 2010-11: Distribucién porcentual de sueros pre-vacunales con titulos

protectores de Acs HAs frente a subtipos de gripe Ay B.

Anélisis por cohortes de la distribucién porcentual de los Acs pre-vacunales protectores frente

avirus de gripe Ay B epidémicos:

Al analizar la distribucion por temporadas del porcentaje de individuos con titulos de
Acs HAs pre-vacunales protectores frente a los subtipos y linajes de gripe A'y B, se observd un
porcentaje muy bajo de individuos con Acs frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en todas las
cohortes a excepcion de la cohorte de la temporada 2010-11, en la que este virus pandémico
ya habia circulado anteriormente entre la poblacién durante la pandemia del afio 2009) (Figura
38). Frente al subtipo A/HIN1 y el linaje B/Victoria el porcentaje de individuos con titulos pre-
vacunales protectores se mantuvo estable entre el 20-50% y el 30- 55% respectivamente en
todas las cohortes. En el caso del subtipo A/H3N2 y el linaje B/Yamagata, el porcentaje de
individuos con titulos pre-vacunales protectores se mantuvo estable en las tres primeras
cohortes del estudio y ascendid hasta el 74,4% y el 44,3% respectivamente en la Gltima

cohorte analizada.

112



RESULTADOS *

80% -
) . 74,4%
S 70% | —®—HINIpdmO9 —m—HIN1 H3N2 =f=B(Yam) —-B(Vict)
5
§ 60% - 55,6% 55,8%
a []
8 50% - 0
% 0 51,10 53,5%
)
S 40% - 4,2%
S 31,1%
o 30% -
S 28,9%
2 20% - 25,6% 23,3%
9,3%
1% 2,3% 2,3%
010% ) 0 .1/.
0% r T T T
2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Cohortes de individuos por temporada
Figura 38. Distribucion porcentual por cohorte de los individuos con titulos protectores pre-

vacunales frente a los subtipos de gripe Ay B.

2. Andlisis global del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de Acs

HAs frente a los virus de gripe Ay B estacionales

Analizando globalmente los titulos obtenidos mediante RIH en los sueros pre y post-

vacunales se hall6 la Tasa de Seroproteccion (TS), Tasa de Proteccion Vacunal (TPV) y la Tasa

de Seroconversion (TSC) frente a cada subtipo y linaje de gripe A y B estacional (Tabla 12). En

el grupo

de individuos 265 afios analizados la TPV fue del 32,2% frente al subtipo

A/H1IN1pdmQ9, 33,9% frente al subtipo A/H1N1, 35,6% frente al subtipo A/H3N2, del 16,7%

frente al linaje B/Yamagata y del 21,8% frente al linaje B/Victoria.

Subtiposy linajes de gripe Ay B

A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
N° Total de Sueros 174 174 174 174 174
N° de Pre-Protegidos 6 68 96 59 72
Tasa proteccion previa 3,4 39,1 55,2 33,9 41,4
N° de Post-Protegidos 62 127 158 88 110
Tasa Seroproteccion 35,6 73,0 90,8 50,6 63,2
N° Protegidos por vacuna 56 59 62 29 38
Tasa Proteccion Vacunal 32,2 33,9 35,6 16,7 21,8
Seroconversiones 55 59 95 26 37
Tasa Seroconversion 31,6 33,9 54,6 14,9 21,3

Tabla 12. Resultados globales de la TPP, TS, TPV y TSC frente a subtipos de gripe Ay B.
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La TSC fue similar a la TPV en todos los subtipos y linajes a excepcion del subtipo

A/H3N2, en la que esta TSC fue superior a la TPV (54,6%) (Figura 39). La TS frente a los subtipos
de gripe A fue del 90,8% frente al subtipo A/H3N2, 73,0% frente al subtipo A/HIN1 y 35,6%
frente al subtipo A/HIN1pdmOQ9. La TS estuvo entre el 50-65% para ambos linajes de gripe B.

.
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Figura 39. Valores globales de TPP, TS, TPV y TSC frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B.

La presencia de Acs HAs previos y posteriores a la vacunacién fue analizada mediante
el calculo de la Media Geométrica de los titulos (MGTSs). Por otra parte, la razon de incremento
(RIC) entre la MGTs pre y post-vacunal se calcul6 dividiendo la MGT pre-vacunal entre la MGTs
post-vacunal, obteniéndose una RIC de 7,1 frente al subtipo A/HIN1pdmQ9, 5,3 frente al
subtipo A/H3N2, 3,1 frente al subtipo A/H1N1, 2,4 frente al linaje B/Victoria y 2,0 frente al
linaje B/Yamagata (Tabla 13).

Subtipos y linajes de gripe Ay B
A/HIN1pdm09  A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
MGT (IC95%)  MGT (IC95%) MGT (IC95%) MGT (IC95%)  MGT (IC95%)
MGTs PreVacunales | 1,8(1,5-2,1) 20,9(16,6-25,1) 33,5(25,6-43,0) 12,3(9,7-15,5) 17,0(13,2-22,2)
MGTs PostVacunales| 12,7 (9,5-17,2) 63,8 (53,1-77,6) 178,2 (143,7-220,3) 24,4 (19,4-30,0) 40,9 (32,5-50,6)
RIC 71 31 5% 2,0 2,4

Tabla 13. MGTs y RIC globales de los titulos de los sueros pre y post-vacunales frente a virus de

la gripe Ay B. Intervalo de Confianza al 95% (1C95%).
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Mediante el Test de McNemar (0=0,05) se observd que tras la vacunacion la

seroconversion (aumento en al menos 4 veces el titulo pre-vacunal con respecto al post-
vacunal) fue significativa frente a todos los subtipos y linajes de gripe A y B estacionales
incluidos en el estudio. Se observaron diferencias significativas entre las MGTs pre y post-
vacunales frente a todos los virus de gripe A y B estacionales analizados (Test T-Student;
p<0,05).

Al analizar los datos de la TS, TSC y RIC siguiendo los criterios EMA de eficacia vacunal
para individuos mayores de 60 afios, la TS fue superior al 60% frente a todos los virus de gripe
A'y B a excepcion del subtipo A/HIN1pdmO9 y del linaje B/Yamagata. La TSC fue solo superior
al 30% frente a los subtipos de gripe A, mientras que la RIC super6 o fue igual a 2,0 en todos

los subtipos y linajes de gripe Ay B analizados (Tabla 14).

Subtiposy linajes de gripe Ay B

Criterio EMA A/HIN1pdmO09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
Tasa Seroproteccion 35,6 73,0 90,8 50,6 63,2
Tasa Seroconversion 31,6 33,9 54,6 14,9 21,3
Razon de Incremento 7,1 3,1 5,3 2,0 2,4

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

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

Tabla 14. Valores globales de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los criterios

EMA de eficacia vacunal frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B.

3. Andlisis por cohortes del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de
Acs HAs frente a los virus epidémicos de gripe Ay B
- Subtipo A/HIN1pdmOQo9:
Los valores de los titulos obtenidos mediante RIH de los sueros pre y post-vacunales de
la poblacion >65 afios permitieron hallar la TPP, TS, TPV y la TSC en todas las cohortes del

estudio frente al subtipo A/H1IN1pdmQ9 (Tabla 15).
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Cohortes
Subtipo A/HIN1pdm09 |2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 0 1 1 4
Tasa proteccion previa 0,0 2,3 2,3 9,3
N° de Post-Protegidos 6 9 10 37
Tasa Seroproteccion 13,3 20,9 23,3 86,0
N° Protegidos porvacunal| 6 8 9 33
Tasa Proteccion Vacunal | 13,3 18,6 20,9 76,7
Seroconversiones 6 6 9 34
Tasa Seroconversion 13,3 14,0 20,9 79,1

Tabla 15. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H1IN1pdm09.

Frente al subtipo pandémico, los valores de TS, TPV y TSC analizados se mantuvieron

estables en las tres primeras cohortes, mientras que sufrieron un gran aumento en la cohorte

de la temporada 2010-2011, alcanzando la TPV valores del 76,7% y la TSC valores del 86,0%

(Figura 40).
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Figura 40. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al subtipo A/H1IN1pdmQ9.
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- Subtipo A/JHIN1:

Los valores de la TPV, TS, TPV y TSC en las cohortes analizadas en el estudio frente al

subtipo A/H1N1 se describen en la Tabla 16.

Cohortes
Subtipo A/HIN1 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 23 12 10 23
Tasa proteccion previa | 51,1 27,9 23,3 53,5
N° de Post-Protegidos 37 36 25 29
Tasa Seroproteccion 82,2 83,7 58,1 67,4
N° Protegidos por vacuna| 14 24 15 6
TasaProteccion Vacunal | 31,1 55,8 34,9 14,0
Seroconversiones 19 26 7 7
Tasa Seroconversion 42,2 60,5 16,3 16,3

Tabla 16. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H1IN1.

Frente al subtipo A/HIN1, la TS disminuy6 desde el 83,7% en la cohorte de la
temporada 2008-09 hasta la cohorte de la temporada 2010-11 (67,4%) (Figura 41). La TPV y la
TSC aumentaron en la cohorte de la temporada 2008-2009, y después disminuy6 en las dos

cohortes de las Ultimas dos temporadas del estudio (2010-11; 14,0% y 16,3%

respectivamente).
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Figura 41. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al subtipo A/H1N1.
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Subtipo A/H3N2:

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC en todas las cohortes del estudio frente al subtipo

A/H3N2 estan expuestos en la Tabla 17.

Cohortes
Subtipo A/H3N2 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 25 17 22 32
Tasa proteccion previa | 55,6 39,5 51,2 74,4
N° de Post-Protegidos 42 39 36 41
Tasa Seroproteccion 93,3 90,7 83,7 95,3
N° Protegidos por vacuna| 17 22 14 9
Tasa Proteccion Vacunal | 37,8 51,2 32,6 20,9
Seroconversiones 28 32 13 22
Tasa Seroconversion 62,2 74,4 30,2 51,2

Tabla 17. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H3N2.

La TS fue muy elevada frente al subtipo A/H3N2 en todas las cohortes analizadas, con

valores entre el 83,7% (2009-10) y el 95,3% (2010-11) (Figura 42). La TPV y TSC mostraron los

valores mas elevados del estudio en la cohorte de la temporada 2008-09 (51,2% y 74,4%

respectivamente), disminuyendo la TPV y mostrando oscilaciones la TSC en las dos Ultimas

cohortes analizadas.
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Figura 42. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al subtipo A/H3N2.

118



RESULTADOS *

Linaje B/Yamagata:

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC de todas las cohortes del estudio frente al linaje

B/Yamagata estan expuestos en la Tabla 18.

Cohortes
Linaje B(Yam) 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 13 11 16 19
Tasa proteccion previa | 28,9 25,6 37,2 44,2
N° de Post-Protegidos 19 26 20 23

Tasa Seroproteccion 42,2 60,5 46,5 53,5

N° Protegidos por vacuna| 6 15 4 4
Tasa Proteccion Vacunal | 13,3 34,9 9,3 9,3

Seroconversiones 5 15 2 2

Tasa Seroconversion 11,1 34,9 4.7 4.7

Tabla 18. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al linaje B/Yamagata.

La TS frente al linaje B/Yamagata oscil6 entre el 42-53% en todas cohortes a excepcion

de la cohorte de la temporada 2008-2009 (60,5%) (Figura 43). La TPV y la TSC fueron mas

elevadas en la cohorte de la temporada 2008-09 (34,9% ambas), teniendo valores similares

aunque inferiores en las otras tres cohortes restantes (por debajo del 14%).
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Figura 43. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al linaje B/Yamagata.
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- Linaje B/Victoria:

Los valores de la TS, TPV y TSC en todas las cohortes del estudio frente al linaje

B/Victoria se describen en la Tabla 19.

Cohortes
Linaje B(Vict) 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 14 21 13 24
Tasa proteccion previa | 31,1 48,8 30,2 55,8
N° de Post-Protegidos 29 27 19 35
Tasa Seroproteccion 64,4 62,8 44,2 81,4
N° Protegidos porvacuna| 15 6 6 11
Tasa Proteccion Vacunal | 33,3 14,0 14,0 25,6
Seroconversiones 16 4 6 11
Tasa Seroconversion 35,6 9,3 14,0 25,6

Tabla 19. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al linaje B/Victoria.

Los valores de la TS estuvieron en torno al 40-60% en todas las cohortes, a excepcion
de la cohorte de la temporada 2010-11 que mostré un valor del 81,4% (Figura 44). Se
registraron los valores de la TPV y TSC mas elevados en la cohorte de la temporada 2006-07
(33,3% y 35,6% respectivamente), mientras que en las cohortes de las temporadas 2008-09 y
2009-10 el porcentaje se situd en torno al 10-14%. El valor de la TPV y de la TSC fue del 25,6%

para ambos pardmetros en la cohorte de la temporada 2010-11.
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Figura 44. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al linaje B/Victoria.
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4. Anadlisis estadistico de la respuesta inmune humoral a la vacunacion trivalente anual

sobre la generacion de Acs HAs frente a los virus de gripe Ay B estacionales

Para comprobar si la vacuna trivalente anual indujo un efecto significativo en cuanto al
numero de individuos que seroconvirtieron en funcion de las cohortes analizadas, se realiz6 un
test de McNemar (a=0,05) cuyos valores p-valor se describen en la Tabla 20. La seroconversion
fue significativa frente a todos los subtipos de virus de la gripe A en todas las cohortes
analizadas (Test de McNemar; p<0.05). El namero de individuos que seroconviertieron fue
significativo frente al linaje B/Yamagata en las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2008-09,
mientras que frente al linaje B/Victoria fue significativo en todas las cohortes a excepcion de la

seroconversion en la cohorte de la temporada 2008-09.

Niveles de significacion- Test de McNemar
Cohortes

Subtipoolinaje | 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11

A/HIN1pdmO09 | 0,031 0,031 0,004 0,000

A/HIN1 0,000 0000 0016 0,016
A/H3N2 0,000 0000 0000 0,000
B(Yam) 0,008 0000 0500 0,500
B(Vict) 0000 0125 0031 0,001

Tabla 20. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la tasa de seroconversion frente a los

subtipos y linajes de gripe Ay B estacionales.

Los valores de las MGTs pre y post-vacunales y de la RIC en cada cohorte e individuos
frente a cada subtipo y linaje de gripe A y B se encuentran representados en las Tabla 21. Los
valores del intervalo de confianza al 95% de las MGTs pre y post-vacunales también han sido

incluidos en la misma tabla.
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MGTSs pre y post-vacunales y RIC

Cohortes
2006-2007 2008-2009 2009-2010 2010-2011
Subtipo o linaje MGT (1C95%) MGT (1C95%) MGT (1C95%) MGT (1C95%)
MGTs PreA/HIN1pdmO09 1,5(1,2-1,9) 1,6(1,1-2,3) 1,9 (1,3-2,6) 2,4(1,7-3,7)
MGTs PostA/HINIpdmO9 | | _54(3487) _ _ 75(48:112) _ 72(42119) _ 930(54,31500)
RIC-A/HIN1pdm09 3,6 4,7 3,8 38,8

RIC-A/HIN1 33 7.6 2,1 1,7
MGTs PreA/H3N2 41,7(32,7-727)  185(10,6-32,8) 350(21,1-59,5) 46,2 (35,6-61,6)
MGTsPostA/H3N2 | 242,5(148-1-289,0) 239,4(152,5-359,4) 94,0(65,8-136,0) 182,0(119,4-224,9) |
RIC-A/H3N2 5,8 12,9 2,7 3,9

MGTs PreB(Yam) 12(8,0-17,6) 87(52-151)  11,0(6,4-181)  20,1(13,1-29,2)
MGTsPostB(Yam) ___ | 206(358-741) _ 402(26,3:60.6) _156(9,0-250) _ 27,5(17,6:40,6) |
RIC-B(Yam) 17 4.6 1,4 1,4

MGTs PreB(Vict) 122(7,4-20,1)  31,3(20,2-486) 81(49-12,9)  27,5(17,6-41,6)
MGTs PostB(vict) _ _ | - 52(358.741)  _483(347-70.7)  155(9,4-245)  71,5(30,7-110,1) |
RIC-B(Vict) 43 1,5 1,9 2,6

Tabla 21. MGTs de los sueros pre y post-vacunales y RIC de cada cohorte frente a cada subtipo

y linaje de gripe Ay B. Intervalo de Confianza al 95% (IC95%).

Se realiz6 un ANOVA de un factor (test de Bonferroni; a=0,05) utilizando los valores de
los titulos geométricos pre y post-vacunales para conocer si el efecto de la vacunacion medido
como RIC para cada subtipo y linaje fue diferente entre las distintas cohortes estudiadas (Tabla
22). Se observaron diferencias significativas en la RIC entre la cohorte de la temporada 2010-
11 y el resto de cohortes frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 (p<0,05). Del mismo modo, se
observaron también diferencias significativas entre la cohorte de la temporada 2008-09 y el
resto de cohortes frente al subtipo A/HIN1 (p<0,05). En el caso del subtipo A/H3N2 se
observaron diferencias significativas entre las cohortes de la temporada 2008-09 con las
cohortes de las temporadas 2009-10 y 2010-11, y también entre las cohortes de las
temporadas 2006-07 y 2009-10. En el caso de los linajes de gripe B se observaron diferencias
significativas entre la cohorte de la temporada 2008-09 y el resto de cohortes frente al linaje
B/Yamagata, y frente al linaje B/Victoria entre la cohorte de la temporada 2006-07 frente a las
cohortes 2008-09 y 2009-10.

122



RESULTADOS * !

p-valor - Bonferroni a=0,05

Subtipo o linaje
Cohorte |~ Cohorte |\ /11N1pdm0g  A/HINL  A/HSN2  B/Yamagata BAVictoria
modelo comparada
2008-09 1000 {0007 : 0113 1 0000 ;| 0002
2006-07  |2009-10 1000 0062 {0046 : 1000 0082
2010-11 0000 : 008 : 1000 : 1,000 : 1000
2006-07 1000 : 0007 : 0113 | 0000 : 0002 .
2008-09  |2009-10 1,000 | 0000 | 0000 ! 0000 ! 1000 !
2010-11 0000 | 0000 | 0005 | 0000 | 0102
2006-07 1000 | 0062 | 004 | 1000 | 0012 |
2009-10  |2008-09 1000 170000 § 0000 i 0000 : 1000
2010-11 0000 : 1000 : 068 ! 1000 : 0325 :
2006-07 0000 : 008 : 1000 : 1000 : 1,000
2010-11  |2008-09 0000 ! o000 ! 0005 ! o000 ! o102 !
2009-10 0000 | 1000 | 068 | 1000 | 0325 |

Tabla 22. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la comparacion de la RIC entre las

distintas cohortes frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B.

El analisis de los valores TS, TSC y RIC siguiendo los criterios EMA de eficacia vacunal

para individuos 260 afios se exponen en la Tabla 23.

Cohortes
Subtipo o linaje Criterio EMA 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11

Tasa Seroproteccion 13,3 20,9 23,3 86,0

A/HIN1pdm09 | Tasa Seroconversion 13,3 14,0 20,9 79,1
———————__|Razondelncremento| _36_____ 4ar S 38 . 388__.

Tasa Seroproteccion 82,2 83,7 58,1 67,4

A/HIN1 Tasa Seroconversion 42,2 60,5 16,3 16,3
———————_|Razondelncremento] 33 _____ e __ 21 ____17__.

Tasa Seroproteccion 93,3 90,7 83,7 95,3

A/H3N2 Tasa Seroconversion 62,2 74,4 30,2 51,2
——————____|Razondelncremento] 58 _ __ 129 ___.: 27 ____38__.

Tasa Seroproteccion 42,2 60,5 46,5 53,5

B/Yamagata | TasaSeroconversion 11,1 34,9 4,7 4,7
—————___|Razondeincrementol 17 46 ____1 14 ____14__

Tasa Seroproteccion 64,4 62,8 44,2 81,4

B/Victoria Tasa Seroconversion 35,6 93 14,0 25,6

Razén de Incremento 4,3 15 19 2,6

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

**Color rojo: Valorinferior al cut-off del criterio EMA
Tabla 23. Valores por cohorte de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los

criterios EMA de eficacia vacunal frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B.
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El analisis de los parametros EMA para cada subtipo mostrd que se alcanzaron todos

los valores cut-off en la cohorte de la temporada 2010-11 frente al subtipo A/HIN1pdmO09, en
las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2008-09 frente al subtipo A/H1N1, en todas las
cohortes frente al subtipo A/H3N2, en la cohorte de la temporada 2008-09 frente al linaje

B/Yamagata y en la cohorte de la temporada 2006-07 frente al linaje B/Victoria.

5. Analisis de los Acs HAs pre-vacunales y de la respuesta inmune humoral a la vacuna

trivalente anual frente a los virus de la gripe Ay B en funcion de la edad y el sexo

Para el analisis de las diferencias en la presencia de Acs HAs pre-vacunales y en la RIC
tras la vacunacién en funcién de la edad y el sexo, se estratifico la poblacion en seis grupos
etarios, 65-74 afios (Grupo G1), 75-84 afios (Grupo G2), 285 afos (Grupo G3), 65-84 afios
(Grupo G4), 65-70 afios (Grupo G5) y 271 afios (Grupo G6). Las MGTs pre-vacunales y la RIC

para los diferentes grupos etarios y sexos se encuentran descritos en las Tablas 24 y 25.

Subtiposy linajes de gripe Ay B
Gr“"_’o Edad [A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/MH3N2 B(Yam) B(Vict)
etario
G1l(n,=74) | 65-74 1,6 23,8 32,6 19,1 22,7
G2 (n,=77) | 75-84 1,7 19,1 33,0 21,8 24,0
MGTs G3(n3-23) >85 3,2 18,3 38,8 28,6 68,7
pre-vacunales|G4 (n,=151) | 65-84 1,6 21,3 32,7 20,5 23,4
G5(ns=51) | 65-70 1,7 26,9 33,5 11,0 10,6
G6 (ng=123) | 271 1,8 18,8 33,5 13,0 20,7
G1(n,=74) | 65-74 7,3 2,6 4,4 1,7 2,2
G2 (n,=77) | 75-84 7,5 31 5,6 1,9 2,9
G3(n3=23) >85 5,2 5,1 8,5 38 1,6
RIC G4 (ns=151) | 65-84 7,4 2,8 5,0 1,8 2,6
G5(ns=51) | 65-70 11,0 2,4 4,2 1,6 2,2
G6(ng=123) | 271 5,9 3,4 5,9 2,1 2,5

Tabla 24. Distribucién por edad de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

frente a virus de gripe Ay B.
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Subtiposy linajes

Sexo |Hlpdm09 HIN1 H3N2 B(Yam) B(Vict)

Media |varon | 1.8 234 375 222 276
titulos pre
vacunales | Mujer | 18 179 313 202 261

MediaRIC Varén 7,1 2,7 5,4 1,7 2,5
(efecto
vacuna) Mujer 7,1 3,6 5,3 2,4 2,3

Tabla 25. Distribucién por sexo de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

frente a virus de gripe Ay B.

El andlisis de los titulos de Acs HAs pre-vacunales en funcién de la edad se realizd
mediante el uso del estadistico de contraste T de Student de muestras independientes (Tabla
26), y mostré diferencias significativas entre los grupos G1 y G2 con respecto al grupo G3, y del
grupo G3 con respecto al G4 frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 (p<0,05) y frente al linaje
B/Victoria (p<0,01). Por su parte, la RIC fue significativamente diferente entre los grupos G1 y
G2 con respecto al grupo G3, y el grupo G3 respecto al grupo G4 frente al linaje B/Yamagata
(p<0,01). No se encontraron maés diferencias entre el resto de comparaciones y subtipos
analizados. El andlisis del titulo de Acs HAs pre-vacunales y la RIC en funcion del sexo no

mostro diferencias significativas entre hombres y mujeres.

Valores T de Studenty de significacion (p-valor) entre los diferentes grupos etarios

GlvsG2 G2vsG3 G1lvsG3 G3vs G4 G5vs G6

Subtipos T* p-valor| T* p-valor| T* p-valor| T p-valor| T* p-valor
A/HIN1pdmO9 | 0,592 0,555 [ 2,155 0,034 | 2,543 0,013 | 2,615 0,010 [ 0,464 0,643
MGTs A/HIN1 0945 0,346 | 0,120 0,905 | 0,792 0,431 | 0,468 0,640 | 1,494 0,137
pre-vacunales A/H3N2 0,043 0966 | 0,392 0,69 | 0,453 0,652 | 0,168 0,647 | 0,005 0,996
B(Yam) 0,963 0,337 | 1,187 0,238 | 1,853 0,067 | 1,695 0,092 | 1,208 0,229
B(Vict) 0,365 0,716 | 4548 0,000 | 4318 0,000 [ 4809 0,000 | 2,464 0,015
A/HIN1pdmO9 | 0,254 0,800 | 0,172 0,864 | 0,013 0,989 | 0,077 0,938 | 1,884 0,061
A/HIN1 0,404 0687 | 1,809 0,074 | 1,982 0,050 | 2,014 0,046 | 1,166 0,245
RIC A/H3N2 1,064 0,289 | 1,239 0,218 | 1,809 0,074 | 1,697 0,091 | 0,937 0,350
B(Yam) 0,454 0,650 [ 3,943 0,000 | 3,857 0,000 [ 4651 0,000 | 2,062 0,041
B(Vict) 1,868 0,064 | 1,825 0,071 | 0,845 0,400 | 1,452 0,148 | 1,488 0,139

*T=Valor T de Student
Tabla 26. Valores T de Student y significacion estadistica (p-valor) en el nivel de Acs HAs pre-

vacunales y la RIC entre los distintos grupos etarios frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B
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6. Andlisis de la respuesta inmune humoral frente a los virus de gripe Ay B en funcion

del tipo de vacuna utilizada

Para el analisis de la respuesta humoral en funcién del tipo de vacuna administrada, se
estratificaron dos grupos en funcion de la naturaleza de estas vacunas, ya sean Adyuvadas o
Fraccionadas (VAD y VFR respectivamente). El andlisis se realiz atendiendo a la tasa de
seroconversion y a la RIC entre los titulos geométricos pre y post-vacunales para cada tipo de
vacuna frente a los virus de gripe A y B estacionales analizados. Para el estudio de la
seroconversion se realiz6 un test Chi-cuadrado (x*-a=0,05), mientras que en el caso de la RIC se
realiz6 un test estadistico T de Student para muestras independientes (a=0,05). Los valores de
la Tasa de Seroconversion de cada tipo de vacuna frente a cada subtipo o linaje de gripe AyBy

los valores de la RIC se encuentran expuestos en la Tabla 27.

Tasa de Seroconversién | Chi-cuadrado Valores de RIC T de Student

Adyuvadas Fraccionadas % pvalor Adyuvadas Fraccionadas Tk valor
Subtiposy linajes | (n1=71) (n=103) | X P (n=71)  (n=103) P
A/HIN1pdm09 39,4 26,2 3,339 0,065 8,4 6,3 1,306 0,193
A/HIN1 43,7 28,3 4,473 0,034 4,0 2,6 1,386 0,167
A/H3N2 67,6 47,6 6,837 0,009 74 4,2 2,23 0,027
B(Yam) 18,3 10,7 2,068 0,151 2,3 1,8 0,161 0,098
B(Vict) 23,9 23,3 0,01 0,922 2,5 2,3 1,18 0,24

*¥* =Valor Chi-cuadrado

**T=Valor T de Student
Tabla 27. Valores Chi-cuadrado (Seroconversion), T de Student (RIC) y valores de significacion

estadistica de cada tipo de vacuna (VAD y VFR) frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B.

La TSC fue significativamente diferente entre las vacunas tipo VAD y VFR frente a los
subtipos A/HIN1 (p<0,05) y A/H3N2 (p<0,01), siendo la seroconversion mas elevada frente a
ambos subtipos en las vacunas de tipo VAD. En el caso de la RIC, solo se observaron diferencias
significativas frente al subtipo A/H3N2 (p<0,05), siendo maés elevada la RIC en el caso de las
vacunas de tipo VAD. No se encontraron diferencias significativas entre ambos tipos de
vacunas frente al subtipo A/HIN1pmdO09 ni los linajes B/Yamagata ni B/Victoria ni en la

seroconversion ni en la Razén de Incremento.
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Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune humoral heterotipica

frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas tras la vacunacién con vacuna trivalente

anual

En este epigrafe se estudio la presencia de Acs HAs pre-vacunales en la poblacion >65
afos frente a las cepas A/Weiss/43 y A/FM/1/47. Estas dos cepas pertenecen al subtipo
A/HIN1 de virus de la gripe que circularon en la década de 1940 como continuacién de la
variacién antigénica menor de la cepa pandémica de Gripe Espafiola de 1918. Ademas de
estudiar el nivel de Acs pre-vacunales, se valoréd el aumento de Acs protectores frente a dichos

virus tras la vacunacion anual trivalente antigripal.

1. Analisis del nivel de Acs HAs pre-vacunales totales y por cohorte frente a las cepas
A/Weiss/43y A/JFM/1/47

Andlisis global de los Acs HAs pre-vacunales frente a cepas de gripe A/H1IN1 antiguas:

El andlisis de los titulos de Acs de los sueros pre-vacunales frente a las cepas de virus
A/HIN1 antiguas mostro titulos protectores (>1/40) en el 43,7% de la poblacion estudiada
frente a la cepa A/Weiss/43 (n;=76) y en el 20,1% frente a la cepa A/FM/1/47 (n,=35) (Tabla
28) (Figura 45).

Valores absolutos y % de titulos

A/Weiss/43 A/FM/1/47
Titulo Ne % Ne %
<10 36 20,7 54 31,0
10 31 17,8 55 31,6
20 31 17,8 30 17,2
40 29 16,7 22 12,6
80 25 14,4 9 5,2
160 11 6,3 4 2,3
320 6 3,4 0 0,0
640 0 0,0 0 0,0
__ 6% _ | 5 __29 | 0 __00
Titulos >1/40| 76 43,7 35 20,1

Tabla 28. Distribucion global de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos

protectores de Acs HAs frente a cepas de gripe A/H1IN1 antiguas.
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Figura 45. Distribucion porcentual global de sueros pre-vacunales con titulos protectores de

Acs HAs frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas.

Andlisis por cohortes de los Acs HAs pre-vacunales frente a las cepas de gripe A/HIN1

antiguas:

Frente a la cepa A/Weiss/43 se observaron Acs pre-vacunales en todas las cohortes

analizadas (Tabla 29). El mayor porcentaje de individuos con titulos protectores de Acs HAs

frente a esta cepa se observo en la cohorte de la temporada 2006-07 (66,7%) y el menor

porcentaje en la cohorte de la temporada 2008-09 (20,9%). Gran parte de los sueros que

mostraron titulos protectores mostraron titulos de 1/40 o cercanos a este valor. Sin embargo

algunos sueros mostraron titulos pre-vacunales por encima de 1/160, sobre todo en la cohorte

de la temporada 2006-07, en la que se observaron 10 sueros con titulos mayores a este valor.

La cohorte que menos sueros mostrd con titulos por encima de 1/160 fue la de la temporada

2008-09, que se correspondi6 con la temporada que mayor media de edad poseia.
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Cepa A/Weiss/43 - Cohortes de poblacion

2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Titulo N° % N° % N° % N° %

<10 5 111 14 32,6 7 16,3 10 23,3

10 4 8,9 10 23,3 9 20,9 8 18,6

20 6 S 10 23,3 10 25 5 11,6

40 10 22,2 5 11,6 8 18,6 6 14,0

80 10 22,2 2 4,7 6 14,0 7 16,3

160 6 13,3 2 4,7 1 2,3 2 4,7

320 2 4,4 0 0,0 1 2,3 4 o))

640 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

__.>640 | - 2 44 | 0O 00 | 1 1 23 | 1 23 |

Titulos 21/40| 30 66,7 9 20,9 17 39,5 20 44,2

Tabla 29. Distribucion de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos protectores de

Acs HAs en las cohortes del estudio frente a la cepa A/Weiss/43.

En el caso de la cepa A/FM/1/47, se observaron Acs pre-vacunales también en todas
las cohortes incluidas en el estudio (Tabla 30). EI mayor porcentaje de individuos con Acs HAs
con titulos protectores fue observado en la cohorte de la temporada 2006-07 (26,6%), en un
porcentaje muy similar a los observados en la cohorte de la temporada 2009-10 (25,6%). La
cohorte con el menor porcentaje de sueros con titulos protectores correspondio a la de la
temporada 2008-09 (9,3%). La mayor parte de los sueros con titulos protectores se
correspondieron con titulos de 1/40 o 1/80. Frente a la cepa A/FM/1/47 se observd un bajo
porcentaje de sueros con titulos superiores o iguales a 1/160, Gnicamente en la cohorte de la
temporada 2006-07 (2 sueros con titulos de 1/160) y 1 suero con titulo 1/160 en cada una de
las cohortes de las temporadas 2009-10 y 2010-11.

Cepa A/FM/1/47 - Cohortes de poblacién

2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Titulo N % | N % | Ne % | N° %

<10 17 378 | 24 558 | 6 140 | 7 163

10 8 178 | 12 279 | 18 419 | 17 395

20 8 178 | 3 70 | 8 186 | 11 256

40 6 133 | 3 70 | 8 186 | 5 116

80 4 89 | 1 23 | 2 47 | 2 47

160 2 44| 0 00| 1 23| 1 23

320 o 00| 0o 00| 0 00| O 00

640 o 00| 0O 00| 0O 00| O 00
= 0 00| 0o 00| 0o 00| 0 00 |

Titulos21/40] 12 266 | 4 93 | 11 256 | 8 186

Tabla 30. Distribucion de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos protectores de

Acs HAs en las cohortes del estudio frente a la cepa A/FM/1/47.
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Ambas cepas de gripe A/HIN1 antiguas mostraron el mayor porcentaje de sueros con

titulos pre-vacunales protectores en la cohorte de la temporada 2006-07. Mientras que en el
caso de la cepa A/Weiss/43 se observé un descenso en este porcentaje de Acs en las Ultimas
cohortes del estudio, en el caso de la cepa A/FM/1/47 el porcentaje no varié a lo largo de

todas las cohortes incluidas (Figura 46).
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Figura 46. Distribucion porcentual por cohorte de los individuos con titulos protectores pre-

vacunales frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas.

2. Andlisis global del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de Acs

HAs frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC obtenidos mediante el estudio RIH de los sueros
pre y post-vacunales frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas estan expuestos en la Tabla
31. De forma global, la vacuna indujo un aumento de los Acs HAs hasta titulos protectores en
el 19,5% (TPV) de los individuos frente a la cepa A/Weiss/43, mientras que frente a la cepa

A/FM/1/47 este aumento se observo en el 10,9% de los sujetos.
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Cepas de gripe A/HIN1 antiguas

A/Weiss/43 A/FEM/L1/47

N° Total de Sueros
N° de Pre-Protegidos
Tasa proteccién previa
N° de Post-Protegidos
Tasa Seroproteccion
N° Protegidos por vacuna
Tasa Proteccion Vacunal
Seroconversiones
Tasa Seroconversion

174 174
76 35
43,7 20,1
110 54
63,2 31,0
34 19
19,5 10,9
28 23
16,1 13,2

Tabla 31. Resultados globales de la TPP, TS, TPV y TSC frente a las cepas de gripe A/HIN1

antiguas.

La TSC frente a la cepa A/Weiss/43 fue ligeramente menor que la TPV (16,1%),

mientras que frente a la cepa A/FM/1/47 fue ligeramente superior (13,2%) (Figura 47). La TS

fue superior frente a la cepa A/Weiss/43, registrandose Acs HAs protectores después de la

vacunacion en el 63,2% de los individuos, mientras que frente a la cepa A/FM/1/47 la TS en el

31,0% de los mismos. Frente a la cepa A/Weiss/43 el 76,3% de los individuos que

seroconviertieron no posefan Acs protectores previos a la vacunacion trivalente anual,

mientras que el 23,7% restante mostraron titulos >1/40 antes de ser vacunados. En el caso de

la cepa A/FM/1/47 este porcentaje fue muy similar, observandose un 74,2% de individuos que

seroconviertieron que no poseian Acs protectores previos a la vacunacion, y un 25,8% que si

mostraron Acs protectores DYEViOS.
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Figura 47. Valores globales de TPP, TS, TPV y TSC frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas.
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La MGTs de Acs HAs previos y posteriores a la vacunacion y la RIC frente a cada cepa

de gripe A/H1IN1 antigua se exponen en la Tabla 32.

A/Weiss/43 A/FM/1/47
MGT (IC95%)  MGT (1C95%)
MGTs PreVac |18,3(13,5-23,1) 7,8(6,3-9,8)
MGTs PostVac|44,2 (33,6-52,8) 13,6 (10,6-17,4)
RIC 2,4 1,7

Tabla 32. MGTs y RIC globales de los titulos de los sueros pre y post-vacunales frente a las

cepas de gripe A/H1N1 antiguas. Intervalo de Confianza al 95% (IC95%).

El analisis de la seroconversion inducida por la vacuna (aumento en al menos 4 veces el
titulo pre-vacunal con respecto al post-vacunal) frente a todos los subtipos y linajes de gripe A
y B estacionales se realizO mediante el Test de McNemar (a=0,05). Se observé que la
seroconversion fue significativa frente a ambas cepas de gripe A/HIN1 antiguas (p<0,01). De la
misma forma, las MGTs fueron significativamente diferentes entre los titulos de los sueros pre

y post-vacunales frente a ambas cepas analizadas (T-Student; p<0,01).

El analisis de los valores de la TS, TSC y RIC para evaluar la eficacia de la vacuna
trivalente anual siguiendo los criterios EMA para =60 afios mostré que la TS fue superior al
60% frente a la cepa A/Weiss/43, mientras que frente a la cepa A/FM/1/47 la TS fue del 31,0%.
Frente a ninguna de estas dos cepas la TSC fue mayor o igual al 30%. La RIC de la MGTs entre
los sueros pre y post-vacunales fue superior a 2,0 frente a la cepa A/Weiss/43 (2,4) y de 1,7

frente a la cepa A/FM/1/47 (Tabla 33).

Cepas de gripe A/HIN1 antiguas

Criterio EMA | A/weiss/43  A/FM/L/47
Tasa Seroproteccion 63,2 31,0
Tasa Seroconversion 16,1 13,2
Razén de Incremento 2,4 1,7

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

**Color rojo: Valor inferior al cut-off del criterio EMA
Tabla 33. Valores globales de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los criterios

EMA de eficacia vacunal frente a las cepas de gripe A/H1N1 antiguas.
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3. Andlisis por cohortes del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de

Acs HAs frente a las cepas de gripe A/H1N1 antiguas
- Cepa A/Weiss/43:
Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC de todas las cohortes del estudio frente a la cepa

A/Weiss/43 estan expuestos en la Tabla 34.

Cohortes
CepaA/Weiss/43 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 30 9 17 20
Tasa proteccién previa 66,7 20,9 39,5 46,5
N° de Post-Protegidos 38 20 28 24
Tasa Seroproteccion 84,4 46,5 65,1 55,8
N° Protegidos por vacuna 8 11 11 4
Tasa Proteccion Vacunal 17,8 25,6 25,6 9,3
Seroconversiones 11 6 7 4
Tasa Seroconversion 24,4 14,0 16,3 9,3

Tabla 34. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente a la cepa A/Weiss/43.

La TS frente a la cepa A/Weiss/43 mostro valores descendentes desde la cohorte de la
temporada 2006-07 (84,4%) hasta la cohorte de la temporada 2010-11 (55,8%), observandose
un valor estable en torno al 45-65% en el resto de cohortes estudiadas (Figura 48). Por su
parte, tanto la TPV como la TSC se mantuvieron en torno al 10-25% en todas las cohortes de

las distintas temporadas.
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% 90% - —o—Tasa proteccion
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70% | 66,7% 65,1%

. 55,8% - Tasa B
60% - 46,5% Seroproteccion
50% -

o 39,5% niy Tasa proteccion
b - 970 vacunal
30% - 24,4% 25,6% 25 6%

20% - X\ﬂO,Q% =>=Tasa

10% 17.8% Seroconversion
0 , ) \\( 9’3%
14,0% 16,3%
0% , . . |
2006-07 2008-09 2009-10 2010-11

Cohortes de individuos vacunados por temporada gripal

Figura 48. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente a la cepa A/Weiss/43.
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- CepaA/FM/1/4T:

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC de todas las cohortes del estudio frente a la cepa

A/FM/1/47 estan expuestos en la Tabla 35.

Cohortes
Cepa A/FM/1/47 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 12 4 11 8
Tasa proteccién previa 26,7 9,3 25,6 18,6
N° de Post-Protegidos 16 6 13 19
Tasa Seroproteccion 35,6 14,0 30,2 44,2
N° Protegidos por vacuna 4 2 2 11
Tasa Proteccion Vacunal 8,9 4,7 4,7 25,6
Seroconversiones 5 2 3 13
Tasa Seroconversion 11,1 4,7 7,0 30,2

Tabla 35. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente a la cepa A/FM/1/47.

Frente a la cepa A/FM/1/47, en la cohorte de individuos de la temporada 2008-09 se
observé una disminucion de la TS respecto a la cohorte de individuos de la temporada anterior
(2008-09; 14,0%), manteniéndose posteriormente en valores similares a la primera cohorte
(Figura 49). Se observd un comportamiento similar en los valores de la TPV y TSC, que
mostraron valores muy bajos en la primera cohorte del estudio (2006-07; 8,9% y 11,1%
respectivamente), y alcanzaron en la dltima cohorte (temporada 2010-11) valores en torno al

25% y 30% respectivamente.
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" 90% - —o—Tasa proteccion previa —m-Tasa Seroproteccion
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0,
0% | 26.7% 30,2%
_ 25,6%
10% - 0
8,9% 170 47% 18,6%
0% T 3 T T 1
2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Cohortes de individuos vacunados por temporada gripal

Figura 49. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente a la cepa A/FM/1/47.
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4. Andlisis estadistico de la respuesta inmune heterotipica a la vacunacion trivalente

anual sobre la generacion de Acs HAs frente a cepas de gripe A/H1N1 antiguas

El analisis de la seroconversién inducida por la vacuna se realiz6 mediante el test de
McNemar (a=0,05). Los valores estadisticos p-valor de este test se describen en la Tabla 36. El
efecto de la vacunacion y la seroconversion fueron significativos en todas las cohortes frente a
la cepa A/Weiss/43 a excepcion de la cohorte de la temporada 2010-11, mientras que estos
valores solo fueron significativos en la cohorte de la temporada 2010-11 frente a la cepa
A/FM/1/47 (Test de McNemar; p<0.01).

Niveles de significacion - Test de McNemar
Cohortes
Cepa 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
A/Weiss/43 0,001 0,031 0,016 0,125
A/EM/1/47 0,063 0,500 0,250 0,000

Tabla 36. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la seroconversion frente a las cepas

de gripe A/H1IN1 antiguas.

Los valores de las MGTs y la RIC de cada cohorte frente a cada cepa de gripe A/HIN1
antigua estan representados en la Tabla 37. Los valores del intervalo de confianza (IC95%) para

las MGTs se encuentran también representados en la misma tabla.

MGTSs pre y post-vacunales y RIC

Cohortes
2006-2007 2008-2009 2009-2010 2010-2011
Cepa MGT (IC95%) MGT (IC95%)  MGT (1C95%) MGT (IC95%)

MGTs PreA/Weiss/43 | 38,4(23,6-63,3) 8,2(5,1-13,7) 18,7(11,0-31,4) 19,0(10,2-32,9)
MGTs PostA/Weiss/43 | 83,8 (50,8-143,1) 24,5(16,6-37,3) 45,8(28,8-73,7) 39,4(21,0-68,0)
RIC-A/Weiss/43

RIC-A/FM/1/47

Tabla 37. MGTs de los sueros pre y post-vacunales y RIC de cada cohorte frente a cada cepa de

gripe A/H1N1 antigua. Intervalo de Confianza al 95% (IC95%).

Se realiz6 un ANOVA de un factor (test de Bonferroni; a=0,05) utilizando los valores de
la RIC entre los titulos geométricos pre y post-vacunales, para comparar el efecto de la

vacunacion frente a cada subtipo y linaje de gripe A y B estacionales entre las distintas

135



* RESULTADOS

cohortes estudiadas (Tabla 38). No se observaron diferencias en la RIC frente a la cepa

A/Weiss/43 entre ninguna de las cohortes estudiadas. Se observaron diferencias altamente
significativas entre la RIC de la cohorte de la temporada 2009-10 con respecto al resto de

cohortes frente a la cepa A/FM/1/47 (p<0,01).

p-valor - Bonferroni a=0,05

Cepade gripe A/HIN1 antigua
Cohorte | Cohorte |\ eiss/a3  A/FM/1/47
modelo comparada
2008-09 1,000 {0000 |
2006-07  |2009-10 1,000 ¢ 1,000
2010-11 1000 | 1000 |
2006-07 1,000 ¢ 0000
2008-09  |2009-10 1,000 | 0003 |
2010-11 1,000 | 0000 |
2006-07 1,000 | 1000 |
2009-10  |2008-09 1,000 i 0,003 i
2010-11 1,000 ! 0882
2006-07 1,000 : 1000
2010-11  |2008-09 1,000 {0000 !
2009-10 1,000 | 0882 |

Tabla 38. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la comparacion de la RIC entre las

distintas cohortes frente a las cepas de gripe A/H1N1 antiguas.

Al analizar los datos de la TS, TSC y RIC siguiendo los criterios EMA de eficacia vacunal
para individuos mayores de 60 afios, la TS solo alcanzé un valor superior al 60% frente a la
cepa A/Weiss/43 en las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2009-10 (Tabla 39), mientras
que la TSC no alcanzo los valores de corte de la EMA en ninguna cohorte. La RIC fue superior a
2,0 en todas las cohortes frente a esta cepa. Por su parte, ni la TS fue superior al 60% ni la TSC
fue superior al 30% en ninguna de las cohortes estudiadas frente a la cepa A/FM/1/47, a
excepcion de la cohorte de la temporada 2010-11 (TSC=30,2%). La RIC fue superior a 2,0 frente
a esta cepa en las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2010-11. En ninguna de las cohortes
de las cuatro temporadas que fueron analizadas se cumplieron todos los criterios EMA frente a

ninguna de las dos cepas analizadas.
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Cohortes
Cepa Criterio EMA 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
Tasa Seroproteccion 84,4 46,5 65,1 55,8
A/Weiss/43| Tasa Seroconversion 24,4 14,0 16,3 9,3
————___|Razondelncremento| 22 30 ___ . 24 ____21___
Tasa Seroproteccion 35,6 14,0 30,2 44,2
A/FM/1/47 | Tasa Seroconversion 11,1 4,7 7,0 30,2
L RazondelIncremento| 26 = 14 = 12 20

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

**Color rojo: Valor inferior al cut-off del criterio EMA
Tabla 39. Valores por cohorte de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los

criterios EMA de eficacia vacunal frente a las cepas de gripe A/H1N1 antiguas.

5. Analisis de los Acs HAs pre-vacunales y de la respuesta inmune heterotipica a la

vacuna trivalente anual frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas

Para analizar las diferencias en la media geométrica de los titulos de Acs HAs pre-
vacunales y el efecto de la vacuna trivalente anual en términos de la RIC en funcién de la edad
y el sexo, se siguid la misma estratificacion etaria que la usada en el andlisis de Acs HAs frente
alos virus de gripe Ay B estacionales. La media geométrica de los titulos pre-vacunalesy la RIC
entre los titulos pre y post-vacunales tras la vacunacion en los diferentes grupos etarios y en

ambos sexos se encuentran descritos en las Tablas 40 y 41.

Cepas de gripe A/HIN1

Str::;g Edad | A/Weissi43  A/IFMIL47
G1(n=74) | 65-74 21,9 13,1
G2(n,=77) | 75-84 23,4 6,2
MGTs  |G3(ns-23) | 285 4,8 3,0
pre-vacunales|G4 (n,=151) | 65-84 22,6 9,0
G5(ns=51) | 65-70 15,5 20,3
G6(ne=123) | =271 19,8 5,3
G1(n;=74) | 65-74 2.4 2,0
G2(n,=77) | 75-84 2,2 1,6
Al G3(ns-23) | 285 2,3 1,3
G4 (n,=151) | 65-84 2,3 1,8
G5(ns=51) | 65-70 2.4 18
G6(ne=123) | 271 2,4 1,7

Tabla 40. Distribucién por edad de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

entre los titulos pre y post-vacunales frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas.
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Cepas de gripe A/HIN1 antiguas
Sexo | A/Weiss/43 AIFM/1/47
MGTs Varén 19,3 9,0
pre-vacunales Mujer 17,3 6,5
Vardn 2,4 1,7
RIC
Mujer 2,4 1,9

Tabla 41. Distribucién por sexo de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas.

El analisis estadistico de los titulos de Acs HAs pre-vacunales mediante el contraste T

de Student de muestras independientes (a=0,05) mostrd diferencias significativas entre todos

los grupos etarios frente a ambas cepas de gripe A/HIN1 antiguas (p<0,05), a excepcién de las

comparaciones entre los grupos G1-G2 y G5-G6 frente a la cepa A/Weiss/43. Cuando este

contraste estadistico se aplicé para conocer si existian diferencias entre los distintos grupos

etarios en el efecto de la vacuna medido como RIC, se observaron diferencias significativas

entre todos los grupos etarios frente a la cepa A/FM/1/47 (p<0,05). No se encontraron

diferencias significativas entre ninguno de los grupos etarios frente a la cepa A/Weiss/43

(Tabla 42).
Valores T de Student y de significacion (p-valor) entre los diferentes grupos etarios
Glvs G2 G2vs G3 G1lvsG3 G3vs G4 G5vs G6

Cepas T* p-valor] T* p-valor| T* p-valor] T* p-valor| T* p-valor
MGTs A/Weiss/43 0,235 0,815 [ 4490 0,000 | 3,205 0,002 | 3959 0,000 | 0,807 0,421
pre-vacunales|A/FM/1/47 3,058 0,003 | 2,156 0,034 | 4460 0,000 | 3,345 0,001 | 5808 0,000
RIC A/Weiss/43 1,045 0,298 | 1,536 0,128 | 0,327 0,745 | 0,811 0,419 | 1,558 0,121
A/FM/1/47 2973 0,003 | 2,148 0,034 | 4735 0,000 | 3466 0,001 [ 3,820 0,000

*T =Valor T de Student

Tabla 42. Valores T de Student y significacion estadistica (p-valor) en el nivel de Acs HAs pre-

vacunales y la RIC entre los distintos grupos etarios frente a las cepas de gripe A/HIN1

antiguas

El andlisis realizado para conocer las diferencias en los titulos de Acs HAs pre-vacunales

y de la RIC en funcién del sexo no mostraron diferencias significativas entre hombres y

mujeres.
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6. Andlisis de la respuesta inmune heterotipica frente a las cepas de gripe A/HIN1

antiguas en funcion del tipo de vacuna utilizada

El andlisis de la respuesta heterotipica a la vacuna trivalente anual en funcion del tipo

de vacuna administrada se realiz6 atendiendo a la tasa de seroconversion y a la RIC entre los

titulos pre y post-vacunales para cada tipo de vacuna frente a las cepas de gripe A/HIN1

antiguas. Se realiz6 un test Chi-cuadrado (x?-0=0,05) para comprobar si la seroconversion fue

diferente entre ambos tipos de vacuna, mientras que en el caso de la RIC se realizd un test

estadistico T de Student para muestras independientes (a=0,05). Los valores de la TSC de cada

tipo de vacuna frente a cada cepa de gripe A/H1N1 antigua y los valores de RIC se encuentran

expuestos en la Tabla 43. Tanto la seroconversién como la RIC fueron significativamente

diferentes entre ambos tipos de vacuna frente a la cepa A/FM/1/47, siendo ambos valores mas

elevados en el caso de las vacunas de tipo Fraccionado. No se encontraron diferencias

significativas en la respuesta heterotipica mostrada frente a la cepa A/Weiss/43 en ninguno de

los dos tipos de vacunas utilizadas.

Tasa de Seroconversion | Chi-cuadrado Valores de RIC T de Student
Adyuvadas Fraccionadas % pvalor Adyuvadas Fraccionadas T povalor
Cepas (n=7)  (n=103 | X (N=71)  (n,=103)
A/Weiss/43 18,3 19,4 0,034 0,855 2,6 2,3 0,664 0,507
A/FM/1/47 9,9 23,3 5186 0,023 14 2,0 3,323 0,001

*? =Valor Chi-cuadrado

**T=Valor T de Student

Tabla 43. Valores Chi-cuadrado (Seroconversion), T de Student (RIC) y valores de significacion

estadistica de cada tipo de vacuna (VAD y VFR) frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas.
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Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y la respuesta inmune humoral heterotipica

frente a virus de gripe aviar tras la vacunacion con vacuna trivalente anual

En este epigrafe se estudio la respuesta heterotipica medida como la presencia de Acs
HAs capaces de reconocer subtipos de gripe aviar A/H5N1, A/H7N3 y A/HIN2, virus que nunca
se ha demostrado su circulacion ni aislado en individuos humanos en Espafia. Se valor6
ademas la respuesta heterotipica tras la vacunaciéon anual trivalente sobre la generacion de

Acs en los individuos mayores de 65 afios que se vacunan anualmente.

1. Analisis del nivel de Acs HAs pre-vacunales totales y por cohorte frente a virus de

gripe aviar

Andlisis global de los Acs HAs pre-vacunales frente a virus de gripe aviar:

El nimero de individuos con titulos de Acs HAs protectores (=1/40) frente a los tres
subtipos de gripe aviar analizados fue minimo. Se observaron 2 sueros con titulos protectores
frente al subtipo A/H5N1 (1,1%) y 1 frente a los subtipos A/H7N3 y A/HON2 (0,6%). Los sueros
pre-vacunales en los que se detectaron Acs con titulos protectores no fueron superiores en
ningun caso al titulo 1/80. Frente al subtipo A/HON2 se observé la mayor cantidad de
individuos con presencia detectable de Acs HAs, encontrandose 39 individuos con titulo de
1/10, 5 individuos con titulo 1/20 y 1 individuo con un titulo de 1/40. Por otra parte, frente al
subtipo A/H5N1 se observaron 3 individuos con titulos de 1/10, 1 con titulo de 1/40y 1 con
titulo de 1/80. En el caso del subtipo A/H7N3 se observo un individuo con titulo de 1/20 y un

individuo con un titulo de 1/80.

Solo un individuo vardn de 76 afios de edad mostro titulos de Acs HAs pre-vacunales
frente a todos los virus de gripe aviar analizados. Este individuo mostr6 un titulo de 1/80
frente al subtipo A/H5N1 y frente al subtipo A/H7N3, y un titulo de 1/20 frente al subtipo
A/HIN2. En este mismo individuo se encontraron titulos de Acs pre-vacunales elevados frente
a subtipos y cepas humanas de gripe. Sus titulos de Acs pre-vacunales fueron de 1/1280 frente
al subtipo A/HIN1, 1/1280 frente a la cepa A/Weiss/43 y 1/160 frente a la cepa A/FM/1/47,
ademas de titulos por encima de 1/10 frente al resto de virus de gripe A y B estacionales

analizados en este estudio.
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Andlisis por cohorte de los Acs HAs pre-vacunales frente a virus de gripe aviar:

La distribucién por cohortes del nimero de sueros con titulos de Acs HAs pre-
vacunales fue homogénea en todas las temporadas analizadas (Tabla 44). El nGmero de sueros
con titulos de Acs positivos frente al subtipo A/H5N1 fue minimo y muy similar en todas las
cohortes, al igual que frente al subtipo A/H7N3. Por otra parte, el nimero de sueros con titulos
de Acs positivos frente al subtipo A/HIN2 fue mayor que en los subtipos A/H5N1 y A/H7N3 y

muy similar entre todas las cohortes analizadas.

N© sueros con Acs HAs
pre-vacunales en cada cohorte
Subtipo]2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
A/H5N1 1 0 1 3
A/H7N3 1 0 1 0
A/HON2| 11 10 14 10

Tabla 44. Numero absoluto de sueros con Acs HAs pre-vacunales en cada cohorte frente a los

subtipos de gripe aviar.

El nmero de sueros pre-vacunales con titulos protectores en las diferentes cohortes
fue de 1 en las cohortes de la temporadas 2006-07 (2,2%) y 2009-10 (2,3%) frente al subtipo
A/H5N1, 1 en la cohorte de la temporada 2006-07 (2,2%) frente al subtipo A/H7N3,y 1 (2,3%)
en la cohorte de la temporada 2009-10 frente al subtipo A/HIN2.

2. Andlisis global del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de Acs

HAs heterotipicos frente a virus de la gripe aviar

Con los resultados de los titulos de los sueros pre y post-vacunales obtenidos mediante
RIH se analiz6 la TPP, TS, TPV y TSC (Tabla 45). También se analiz6 el nimero de individuos que
mostraron serorrefuerzo (aumento de titulos <1/10 hasta titulos de 1/20). La vacuna trivalente
anual elevd el titulo de Acs HAs frente al subtipo A/H5N1 en el 13,8% de los individuos hasta
un titulo mayor o igual a 1/40 (TPV). Ese porcentaje fue del 12,1% frente al subtipo A/HIN2,
mientras que frente al subtipo A/H7N3 este hecho no se observo en ningln caso. Se observé
serorrefuerzo en 17 individuos frente a los subtipos A/H5N1 y A/HON2 y en 2 individuos frente

al subtipo A/H7N3, de 80 y 82 afios respectivamente ambos vacunados con vacuna adyuvada.
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Subtipos de gripe aviar

A/H5N1 A/H7N3 A/HON2
N° Total de Sueros 174 174 174
N° de Pre-Protegidos 2 1 1
Tasa proteccion previa 11 0,6 0,6
N° de Post-Protegidos 26 1 22
Tasa Seroproteccion 14,9 0,6 12,6
N° Protegidos porvacuna| 24 0 21
Tasa Proteccion Vacunal | 13,8 0,0 12,1
Seroconversiones 25 0 19
Tasa Seroconversion 14,4 0,0 10,9

Tabla 45. Resultados globales de la TPP, TS, TPV y TSC frente a los subtipos de gripe aviar.

La TSC fue similar a la TPV frente a todos los subtipos de gripe aviar analizados. La TS
tras la vacunacion fue del 14,9% frente al subtipo A/H5N1, 0,6% frente al subtipo A/H7N3y
12,6% frente al subtipo A/HIN2 (Figura 50).
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Figura 50. Valores globales de TPP, TS, TPV y TSC frente a los subtipos de gripe aviar.

El nivel de Acs HAs previos y posteriores a la vacunacion fue también analizado
hallando la MGTs. Los valores de la MGTs de los sueros pre-vacunales fue de 1,9 (IC95%: 1,6-
2,2) frente al subtipo A/HON2, de 1,1 (IC95%: 1,0-1,2) frente al subtipo A/H5N1 y 1,0 (IC95%:
1,0-1,1) frente al subtipo A/H7N3y. En el caso de los sueros post-vacunales, las MGTs fueron
de 5,9 (IC95%: 4,8-7,5) frente al subtipo A/HIN2, de 4,3 (IC95%: 3,4-5,4) frente al subtipo
A/H5N1,y de 1,1 (IC95%: 1,0-1,2) frente al subtipo A/H7N3. De estos datos, se obtuvo una RIC
de 3,9 frente al subtipo A/H5N1, 1,1 frente al subtipo A/H7N3y 3,1 frente al subtipo A/HON2.
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Mediante el test de McNemar (a=0,05) se observé que tras la vacunacion con vacuna

trivalente anual la seroconversion fue significativa frente a los subtipos A/HSN1y A/HON2
(p<0,01). La diferencia entre los valores de la MGTs pre y post-vacunales frente a los subtipos
A/H5N1 y A/HIN2 fue altamente significativa (T-Student; p<0,01). Sin embargo, al analizar la
respuesta humoral siguiendo los criterios EMA de eficacia vacunal para individuos 260 afios, no
se alcanzaron ninguno de los valores cut-off de los criterios EMA frente a ninguno de los
subtipos de gripe aviar analizados, a excepcion de la RIC frente a los subtipos A/H5N1 y
A/HIN2 (Tabla 46).

Subtipos de gripe aviar

Criterio EMA A/HS5N1  A/H7N3  A/HON2
Tasa Seroproteccion 14,9 0,6 12,6
Tasa Seroconversion 14,4 0,0 10,9
Razon de Incremento 3,9 11 3,1

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

**Color rojo: Valor inferior al cut-off del criterio EMA
Tabla 46. Valores globales de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los criterios

EMA de efectividad vacunal frente a los subtipos de gripe aviar.

3. Andlisis por cohorte del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacién de

Acs HAs heterotipicos frente a los virus de la gripe aviar

- Subtipo A/H5N1.:

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H5N1 de las cohortes incluidas
en el estudio se exponen en la Tabla 47 y Figura 51. La TS, TPV y TSC mostraron valores bajos
(por encima del 15%) en las cohortes de la temporada 2006-07 y 2010-11, mientras que en las
temporadas 2008-09 y 2009-10 los valores de estos tres parametros estuvieron por debajo del
10%.

Cohortes de individuos
Subtipo A/H5N1 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 1 0 1 0
Tasa proteccion previa 2,2 0,0 2,3 0,0
N° de Post-Protegidos 9 1 4 12
Tasa Seroproteccion 20,0 2,3 9,3 27,9
N° Protegidos por vacuna 8 1 3 12
Tasa Proteccion Vacunal 17,8 2,3 7,0 27,9
Seroconversiones 9 1 3 12
Tasa Seroconversion 20,0 2,3 7,0 27,9

Tabla 47. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H5NL1.
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Figura 51. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al subtipo de gripe aviar
A/H5NL1.

- Subtipo A/H7N3:

Los valores de la TS, TPV y TSC frente al subtipo A/H7N3 fueron del 0% en todas las

cohortes analizadas. Por otra parte, en la cohorte de la temporada 2006-07 la TS fue del 2,2%.

- Subtipo A/HINZ2:

Los valores de la TPP, TS, TPV y TSC estan expuestos en la Tabla 48 y en la Figura 52.
Los valores mas elevados de la TS, TPV y TSC se observaron en la cohorte de la temporada
2006-07, con valores por encima del 20% en los tres parametros. En el resto de cohortes

analizadas los valores fueron menores estando en todas ellas por debajo del 10%.

Cohortes de individuos
Subtipo A/HIN2 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
N° Total de Sueros 45 43 43 43
N° de Pre-Protegidos 0 0 1 0
Tasa proteccion previa 0,0 0,0 2,3 0,0
N° de Post-Protegidos 13 3 3 3
Tasa Seroproteccion 28,9 7,0 7,0 7,0
N° Protegidos por vacuna| 13 3 2 3
Tasa Proteccion Vacunal 28,9 7,0 4,7 7,0
Seroconversiones 11 3 2 3
Tasa Seroconversion 24,4 7,0 4,7 7,0

Tabla 48. Resultados por cohorte de la TPP, TS, TPV y TSC frente al subtipo A/HIN2.
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Figura 52. Valores de TPP, TS, TPV y TSC en cada cohorte frente al subtipo de gripe aviar
A/HIN2.

4. Andlisis estadistico de la respuesta a la vacunacién trivalente anual sobre la

generacion de Acs HAs heterotipicos frente a subtipos de gripe aviar

Los valores estadisticos (nivel de significacion; p-valor) de la seroconversion y del
efecto de la vacunacion medido como incremento del titulo de Acs HAs hasta un titulo mayor o
igual a 1/40 se describen en la Tabla 49. El efecto de la vacuna y la seroconversion fueron
significativos en las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2010-11 frente al subtipo A/H5N1, y
en la cohorte de la temporada 2006-07 frente al subtipo A/HIN2 (Test de McNemar; p<0.05).
El efecto de la vacuna y la seroconversion no fueron significativos frente al subtipo A/H7N3 en

ninguna de las cohortes analizadas.

Niveles de significacion-Test de McNemar

Cohortes
Subtipo 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
A/H5N1 0,008 1,000 0,250 0,000
A/H7N3 1,000 1,000 1,000 1,000
A/HON2 0,001 0,250 0,500 0,250

Tabla 49. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la tasa de seroconversion frente a los

subtipos de virus de gripe aviar en cada cohorte del estudio.

Los valores de la MGTs de los sueros pre y post-vacunales de cada cohorte analizada

frente a los tres subtipos de gripe aviar estan descritos en la Tabla 50.
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MGTSs pre y post-vacunales y RIC

Cohortes

2006-2007  2008-2009  2009-2010 2010-2011
Subtipos MGT (IC95%) MGT (IC95%) MGT (IC95%) MGT (IC95%)
MGTs PreA/H5N1 | 1,1(1,0-1,3) 1,0(1,0-1,00 1,1(1,0-1,3) 1,2(1,0-1,4)
MGTsPostA/HSN1 | 50(2,9-8,7) 2,0(14:28) 36(2252) 90(51-130)
RIC-A/H5N1 4,5 2,0 3,3 7,5
RIC-A/H7N3 1,0 1,0 1,0 1,1
MGTs PreA/HON2 | 1,8(1,4-25) 1,7(1,3-24) 2,3(1,6-31) 1,7(1,3-2,3)
MGTs PostA/HONZ 15,3 (9,5-252) 4,5(31:7,2) 44(3,1:6,6) 38(27-59)
RIC-A/HIN2 8,5 2,6 1,9 2,2

Tabla 50. MGTs de los sueros pre y post-vacunales y RIC de cada cohorte frente a cada subtipo

de gripe aviar. Intervalo de Confianza al 95% (1C95%).

Las diferencias en la RIC entre las diferentes cohortes analiz6 mediante un analisis
ANOVA de un factor (test de Bonferroni; a=0,05) que mostrd diferencias significativas entre la
cohorte de la temporada 2010-11 frente a las cohortes de las temporadas 2008-09 y 2009-10,
y la cohorte de la temporada 2006-07 frente a la cohorte de la temporada 2008-09 frente al
subtipo A/H5N1 (p<0,05) (Tabla 51). Se observaron también diferencias significativas en la RIC
entre la cohorte de la temporada 2006-07 con respecto al resto de cohortes frente al subtipo

A/HIN2 (p<0,05). No se encontraron diferencias significativas en la RIC entre ninguna de las

cohortes frente al subtipo A/H7N3.

p-valor - Bonferroni a=0,05

Subtipo
Cohorte | Cohorte | ) ,eny aM7N3 AZHONZ
modelo comparada
2008-09 0021 ; 1000 | 0,001
2006-07 | 2009-10 0243 1000 | 0,000
2010-11 1,000 : 0246 ¢ 0,000
2006-07 0020 ! 1000 : 0001
2008-09 | 2009-10 1,000 | 1000 | 1,000
2010-11 0001 i 0260 | 1,000
2006-07 0243 | 1,000 | 0,000
2009-10 | 2008-09 1000 ¢ 1000 | 1,000
2010-11 0019 : 0260 : 1,00
2006-07 1,000 : 0246 : 0,000
2010-11 | 2008-09 0001 ! 0260 ! 1,000
2009-10 0019 | 0260 | 1,000

Tabla 51. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la comparacion de la RIC entre las

distintas cohortes frente a los subtipos de gripe aviar.
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El analisis de la eficacia vacunal utilizando los criterios EMA para individuos =60 afios

mostrd que solo se alcanzaron los valores requeridos de la RIC frente al subtipo A/H5N1 en
todas las cohortes y frente al subtipo A/HIN2 en las cohortes 2006-07, 2008-09 y 2010-11
(Tabla 52). No se cumplié ninguno de los criterios restantes frente a ningtin subtipo en ninguna

de las cohortes analizadas.

Cohortes
Subtipo Criterio EMA| 2006-07 2008-09 2009-10 2010-11
TS 20,0 2,3 9,3 27,9
A/H5N1 TSC 20,0 23 7,0 27,9
R NI RIC __ | _ 45 _ _ _ 20 _ _ . _.33 _ . _._ o
TS 2,2 0,0 0,0 0,0
A/HTN3 TSC 0,0 0,0 0,0 0,0
R RC.__ {10 0 _ .10 _ . L0
TS 28,9 7,0 7,0 7,0
A/HION2 TSC 24.4 7,0 47 7,0
R B RIC _ |85 _ . _ 26 .19 _ _ _ 22 _ .

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

**Color rojo: Valor inferior al cut-off del criterio EMA
Tabla 52. Valores por cohorte de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los

criterios EMA de eficacia vacunal frente a los subtipos de gripe aviar.

5. Analisis de los Acs HAs pre-vacunales y de la respuesta inmune heterotipica frente a
los virus de la gripe aviar en funcion de la edad y el sexo tras la vacunacion trivalente

anual

Para el analisis de las diferencias en la media geométrica de los titulos de Acs pre-
vacunales y en la RIC en funcién de la edad y el sexo se siguio la misma estratificacion etaria
que en el caso de los virus descritos anteriormente. La media geométrica de los titulos pre-
vacunales y la RIC para cada grupo etario y para ambos sexos estan descritos en las Tablas 53 y

o4.
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Subtipos de gripe aviar

Etr:rl?(()) Edad | A/HSN1 A/H7N3  A/HON2
G1(n,=74) | 65-74 11 1,0 1,8
G2(n,=77) | 75-84 11 11 2,0
MGTs G3(n3=23) 285 1,0 11 1,7
pre-vacunales|G4 (n,=151) | 65-84 1,1 1,1 1,9
G5(ns=51) | 65-70 1,0 1,0 1,9
G6(ne=123) | 271 11 1,1 1,9
G1(n=74) | 65-74 | 37 10 34
G2(n,=77) | 75-84 4,1 11 2,9
RIC G3(n3=23) 285 4,1 1,0 31
G4 (ns=151) | 65-84 3,9 1,0 3,2
G5(ns=51) | 65-70 4,7 1,0 33
G6(ng=123) | 271 3,6 1,1 3,1

Tabla 53. Distribucién por edad de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

frente a virus de gripe aviar.

Subtipos de gripe aviar
Sexo | A/HSN1  A/H7N3  A/HON2
MGTs Varén 1,1 1,1 1,9
pre-vacunales| npyjer 1,1 1,0 1,8
Varén 4,6 1,0 3,3
RIC
Mujer 31 1,0 3,0

Tabla 54. Distribucién por sexo de las MGTs de Acs HAs de los sueros pre-vacunales y la RIC

frente a virus de gripe aviar.

El andlisis T de Student de muestras independientes (a=0,05) no mostré diferencias
significativas entre ningin grupo etario frente a ninguno de los subtipos de gripe aviar
incluidos en el estudio, ni en la media geométrica de los titulos de Acs HAs previos a la

vacunacion ni en la RIC (Tabla 55).
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Valores T de Studenty de significacion (p-valor) entre los diferentes grupos etarios

Glvs G2 G2vs G3 GlvsG3 G3vs G4 G5vs G6

Subtipos T* p-valor| T p-valor|] T* p-valor| T* p-valor] T* p-valor
MGTs A/H5N1 | 0,276 0,783 [ 0,739 0,461 | 0,948 0,345 | 0,846 0,399 | 0,663 0,508
pre-vacunales A/H7N3 | 0,980 0,329 [ 0582 0562 | 1,815 0,073 | 1,128 0,261 | 0,897 0,371
A/HON2 | 0,412 0,681 [ 0542 0589 | 0,283 0,778 | 0,445 0,657 | 0,069 0,945
A/H5N1 | 0,457 0,648 | 0593 0,555 | 0,867 0,388 | 0,761 0,448 | 1,014 0,312
RIC A/H7N3 | 1,395 0,165 | 0,775 0,440 | 0,555 0,580 | 0,552 0,581 | 0,913 0,363
A/HON2 | 0,628 0531 | 0,291 0,771 | 0,700 0,48 | 0515 0,607 | 0,963 0,337

*T =Valor T de Student
Tabla 55. Valores T de Student y significacion estadistica (p-valor) en el nivel de Acs HAs pre-

vacunales y la RIC entre los distintos grupos etarios frente a los subtipos de gripe aviar.

6. Analisis de la respuesta heterotipica frente a los virus de la gripe aviar en funcion del

tipo de vacuna utilizada

Las diferencias en la seroconversion y en la RIC inducida por las vacunas Adyuvadas y

Fraccionadas en la poblacion >65 afios se analizaron mediante los test Chi-cuadrado (a=0,05)

(seroconversion) y el test T de Student (a=0,05) (RIC). Ninguno de estos dos parametros fue

significativamente diferente entre ambos tipos de vacunas frente a los subtipos de gripe aviar

analizados. Los valores de la TSC y la RIC entre ambos tipos de vacunas frente a estos subtipos

de gripe se exponen en la Tabla 56.

Tasa de Seroconversién | Chi-cuadrado Valores de RIC T de Student

Adyuvadas Fraccionadas 2% pvalor Adyuvadas Fraccionadas T valor
subtipos | (n=71)  (n=103) [ X7 P (=70 (n=103) i
A/H5N1 16,9 12,6 0,626 0,429 4,8 3,4 0,649 0,517
A/H7N2 1,0 1,0 1,000 1,000 11 11 1,718 0,088
A/HIN2 9,9 13,6 1,854 0,173 2,5 3,7 1,054 0,293

*¢ =Valor Chi-cuadrado

**T=Valor T de Student

Tabla 56. Valores Chi-cuadrado (Seroconversion), T de Student (RIC) y valores de significacion

estadistica de cada tipo de vacuna (VAD y VFR) frente a los subtipos de gripe aviar.
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Analisis filogenético de las cepas de gripe A incluidas en el estudio

El analisis filogenético del gen de la hemaglutinina de las cepas de gripe A utilizadas en
el estudio, junto con el de cepas de gripe humanas relevantes del siglo XX y XXI, se realizé
mediante la construccion de una matriz de distancias genéticas (Tabla 57) y posteriormente un

arbol filogenético a partir de esta primera (Figura 53).

El analisis de la matriz de distancias genéticas mostrd diferencias maximas del 87,1%
entre las secuencias de las cepas de gripe A humanas A/Wisconsin/67/2005 (A/H3N2) y
A/HongKong/378.1/2001 (A/H5N1), mientras que las cepas con menor distancia genética
fueron A/Weiss/43 (A/HIN1) y A/Bellamy/JY2/1942 (A/HIN1) (2,4%). El &rbol filogenético
construido agrup6 las cepas incluidas en el estudio en dos diferentes grandes grupos
filogenéticos con gran separacion evolutiva, englobando las cepas H1, H2, H5 y H9 en un grupo
y las cepas H3 y H7 en otro, asimilandose a los dos clados filogenéticos aceptados a nivel

internacional para el gen de la HA.

Analizando el arbol filogenético se observo que las cepas A/HIN1 antiguas analizadas
filogeneticamente (aisladas en la década de 1940) surgieron de un nodo comun desde la cepa
de la Gripe Espafiola de 1918. A poca distancia genética de estas y dentro del mismo taxén se
situaron las cepas A/HIN1 utilizadas en las composiciones vacunales de las temporadas 2006-
07, 2008-09 y 2009-10, asi como la predecesora de estas, la cepa A/USSR/90/1977. Por su
parte, la cepa A/California/7/2009 (subtipo A/HIN1pdmQ9) incluida en la vacuna de gripe
trivalente estacional a partir de la temporada 2010-11, se situ6 en este arbol en una posicion
mas alejada con respecto a este taxén, con una diferencia genética en torno a un 22-28% con
respecto del grupo de cepas A/HIN1 vacunales previas y también con respecto a las cepas de

gripe A/H1IN1 antiguas analizadas en este trabajo.

Los scores de los nodos fueron muy elevados en todos los casos, observandose valores
desde el 82% (nodo establecido entre las cepas APerth/16/2009 y A/Brisbane/10/2007) hasta
el 100% en la mayoria de las ramificaciones, aceptandose una buena representacion del arbol

filogenético.
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Clado 1 Subtipo H1 _ g1 ~ HIN1 A/Bellamy/JY2/1942 _
. HIN1 A/Weiss/1943 Virus HIN1 .
] 100 Década 1940 |
99  HIN1 A/Fort Monmouth/1/1947 E— .
Lo warenieso
100 100 H1N1 A/USSR/90/1977 H1N1 Re-emergencia 1977
9 [ H1N1 A/New Caledonia/20/1999| ~ Vacuna 2006-07
100 100 L— H1N1 A/Brisbane/59/2007 Vacuna 2008-09; 2009-10
L H1N1 A/South Carolina/1/18 H1N1 Gripe espafiola 1918
10 H1N1 A/California/07/2009 H1N1pdmO09
H2N2 A/Albany/22/1957 H2N2
100 r H5N1 A/Hong Kong/378.1/2001
100 L— H5N1 A/Viet Nam/1194/2004 Cepa H5N1 utilizada
HON2 A/Hong Kong/1074/1997 | Cepa HIN2 utilizada
H7H3 A/Mallard/Netherlands/12/2000, ~ €epa H7N3 utilizada

— — H3N2 A/Hong Kong/1-1-MA21-1/1968 H3N2 Original

100 - H3N2 A/Wisconsin/67/2005 Vacuna 2006-07
Clado 2 Subtipo H3 100 |- H3N2 A/Brisbane/10/2007 Vacuna 2008-09; 2009-10

77 - H3N2 A/Perth/16/2009 Vacuna 2010-11

—

Figura 53.: Cepas de gripe del estudio y las més relevantes del Siglo XX y XXI: Arbol filogenético del gen de la HA generado a partir de la matriz de distancias
genéticas siguiendo el modelo Maximum Likelihood Tree mediante el algoritmo Tamura-Nei. En rojo se sefialan los grupos filogenéticos aceptados en la
nomenclatura internacional. En verde se sefialan las cepas de gripe utilizadas en el estudio. Los valores internodales estiman la bondad del célculo de la

distancia genética.
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Analisis de Acs HAs previos a la vacunacion y de la respuesta inmune humoral frente
a virus de la gripe Ay B tras la vacunacion monovalente pandémica frente al subtipo

A/H1IN1pdmQ9 en enfermos autoinmunes

Los resultados obtenidos de este ensayo de eficacia humoral tras la vacunacién en
individuos con enfermedades autoinmunes se exponen en funcion de las caracteristicas
clinicas y demograficas de los pacientes. En este epigrafe se estudio el nivel de Acs HAs previos
a la vacunacion y la respuesta inmune humoral frente a subtipos y linajes de gripe Ay B
epidémicos tras la vacunacion con vacuna monovalente Pandemrix frente a la cepa
A/California/7/2009 (Subtipo A/HIN1pdm09).

Caracteristicas demogréficas y clinicas de los individuos con enfermedades
autoinmunes y controles sanos

En el estudio de la poblacién con enfermedades autoinmunes se incluyeron 48
pacientes con diferentes enfermedades autoinmunes (EA) y 47 individuos controles sanos (CS).
La media de edad de los EA incluidos fue de 52,5 afios con una DE de 16,2 afios y una mediana
de 54,0 afios. La mayor parte de los pacientes incluidos fueron mujeres (n;=39; 83,0%) (Figura
54).

17%

m Varén
m Mujer

Figura 54. Distribucién de sexos en el grupo de EA.
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Se enumeraron once tipos diferentes de enfermedades autoinmunes dentro del grupo

de EA, las cuales se describen en la Tabla 58.

Enfermedad N° casos
Artritis reumatoide 8
Sindrome de Behget 1
Dermatomiositis 3
Enf. Mixta Tejido Conectivo 1
Escleroderma 2
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 18
Sindrome Overlap 3
Polimiositis 2
Sindrome antifosfolipidico (SAF) 2
Sindrome de Sjogren 5
Vasculitis sistémica 2
Total 47

Tabla 58. Enfermedades autoinmunes incluidas en el estudio y nimero de individuos

afectados por cada una de ellas.

La media de edad del grupo de CS fue de 39,8 afios con una DE de 9,9 afios y una

mediana de 37,0 afios. El 71,1% de los controles incluidos fueron mujeres (n,'=32) (Figura 55).

m Varéon
m Mujer

Figura 55. Distribucion de sexos en el grupo de CS.
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Mediante el contraste estadistico T de Student (a=0,05) se analizaron las diferencias

en la media de edad entre el grupo poblacional de EA y de CS. Se observaron diferencias
altamente significativas entre la media de ambos grupos (T de Student; p<0,01), siendo
significativamente mayor en el grupo de enfermos autoinmunes. La dispersion de la edad

dentro del grupo de EA fue mayor que en el caso de los CS (Figura 56).

100+

807

Edad

60 —_—

40

20+ —

0 T T
1 2

Grupo Grupo
Enfermos autoinmunes Controles Sanos

Figura 56. Medias de edad y DE del grupo de Enfermos Autoinmunes y controles sanos.
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Estudio de los Acs HAs pre-vacunales y de la eficacia de la vacuna monovalente
frente a cepas de gripe A y B epidémicas en individuos con enfermedades

autoinmunes

En este epigrafe se analizo la presencia de Acs HAs previos a la vacunacion en el grupo
de EA asi como en el grupo control. Se evaluaron también los Acs HAs producidos tras la
vacunacion con vacuna monovalente frente a la cepa pandémica A/California/7/2009 (subtipo
A/HIN1pdmO09), comparandose los resultados obtenidos entre ambos grupos de poblacion
con el fin de comprobar si existen diferencias en la capacidad inmunizante de esta vacuna en

funcion de las caracteristicas clinicas de los individuos a los que se administra.

1. Analisis del nivel de Acs HAs pre-vacunales en EA y CS frente a subtipos y linajes de
gripe Ay B

Poblacion con enfermedades autoinmunes (EA):

El analisis mediante RIH de los sueros pre-vacunales de los pacientes EA mostré una
ausencia casi total de Acs protectores (21/40) frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 (n;=2; 4,3%)
(Tabla 59). Se encontraron 9 individuos con sueros pre-vacunales que mostraron titulos de
1/10-1/20 frente a este subtipo pandémico. Ambos linajes de gripe B (Yamagata y Victoria)
fueron los virus frente a los que se encontré un mayor porcentaje individuos con titulos pre-
vacunales protectores en los EA. De estos, 19 sueros mostraron titulos protectores frente al

linaje B/Yamagata (40,4%) y 23 sueros frente al linaje B/Victoria (48,9%).

Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HIN1pdm09| A/HIN1 | A/H3N2 | B(Yam) B(Vict)
Titulo N % [ No 9% [ Ne 9% [ No % | N° %

<10 36 766 | 28 596| 16 340| 16 340| 16 34,0

10 7 149 | 6 128| 6 128| 6 128| 5 106

20 2 43 | 4 85| 8 170| 6 128| 3 64

40 1 21| 3 64| 9 191| 3 64| 10 213

80 1 21| 4 85| 6 128| 8 170| 5 106

160 0 00| 1 21| 2 43| 5 106| 4 85

320 o 00| 0 00| 0O 00|3 64| 2 43

640 0o 00| 1 21| 0 00| O0 00| 2 43

__>%0__4_0___00) 0__00[ 0 00} 0 00/ 0 _00]

Titulos21/40] 2 43 | 9 191 17 362 19 404| 23 489
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Tabla 59. Distribucion de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos protectores de

Acs HAs frente a virus de gripe Ay B en la cohorte de EA.

El porcentaje de sueros pre-vacunales con titulos de Acs HAs protectores frente al
subtipo A/H3N2 fue ligeramente inferior (36,2%), mientras que frente al subtipo A/HIN1 el

porcentaje fue la mitad que en el caso de los virus B (19,1%) (Figura 57).
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A/HIN1pdm09  A/HIN1 AJH3N2 B(Yam) B(Vict)
Subtiposy linajes de gripe Ay B

48,9%

itulos protectores

Suer

Figura 57. Distribucion porcentual de sueros pre-vacunales con titulos protectores de Acs HAs

frente a subtipos de gripe Ay B en el grupo de EA.

Poblacion de controles sanos (CS):

En la poblacion de CS no se encontré ningln sujeto con Acs HAs pre-vacunales con
titulos considerados como protectores (>1/40) frente al subtipo A/H1IN1pdm09 (Tabla 60). De
igual modo que en los enfermos autoinmunes, se encontraron 9 individuos con sueros pre-
vacunales con titulos de 1/10-1/20 frente al subtipo pandémico. EI nimero de sueros con
titulos protectores frente al linaje B/Yamagata fue muy alto (n=32; 71,1%), mientras que para
el linaje B/Victoria y el subtipo A/H3N2 el porcentaje fue algo menor (n=23; 51,1% en ambos)
(Figura 58). Por otra parte, frente al subtipo A/HIN1 se encontraron 14 sueros con titulos

protectores previos a la vacunacion (31,1%).
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Valores absolutos y % de titulos frente a cada subtipo o linaje

A/HIN1pdm09| A/HIN1 | A/H3N2 | B(vam) | B(Vict)

Titulo N % [N 9% [ N % | N % | Ne %
<10 3% 800 | 17 378 4 89] 5 11| 8 17,8

10 7 156 | 7 156| 7 156| 1 22| 5 111

20 2 44 | 7 156| 11 244| 7 156| 9 200

40 0 00| 5 11| 7 156| 9 200| 2 44

80 0 00| 5 11| 11 244 14 311 9 200

160 0O 00| 2 44| 5 11| 5 111| 8 178
320 0 00| 1 22l 0 00| 3 67| 1 22
640 0 00| 1 22l 0 00| 1 22| 3 67
__>640__4y_ 0 __00  0__001 0_ 00) 0 004 O0__00,
Titulos21/40 0 00 | 14 31,1| 23 511| 32 71,1| 23 511

Tabla 60. Distribucion de los titulos pre-vacunales HAs e individuos con titulos protectores de

Acs HAs frente a virus de gripe Ay B en la cohorte de CS.

100% -
90% -
80% - 71.1%
70% -
60% -
50% -
40% - 31.1%
30% -
20% -
10% -
0%

Sueros con titulos protectores

0,0%

A/HIN1pdmQ09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
Subtiposy linajes de gripe Ay B

Figura 58. Distribucion porcentual de sueros pre-vacunales con titulos protectores de Acs HAs

frente a subtipos de gripe Ay B en la cohorte de CS.
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2. Analisis estadistico de los Acs HAs pre-vacunales frente a los virus epidémicos de

gripe Ay B en enfermos autoinmunes y controles sanos

Para analizar la existencia de diferencias en el porcentaje de individuos con titulos
protectores de Acs HAs previos a la vacunacion (21/40) entre los diferentes subtipos y linajes
de gripe A y B estacionales en ambos grupos de poblacion se realizé un test de McNemar
(a=0,05). En los EA se observaron diferencias significativas en el nimero de individuos con
titulos protectores entre todos los subtipos y linajes de gripe (p<0,05), a excepcion de entre los

linajes B/Yamagata y B/Victoria y entre el subtipo A/H3N2 y el linaje B/Yamagata (Tabla 61).

Valores de significacion (p-valor) - Grupo de EA
Test de McNemar (a=0,05)

Subtiposy linajes |A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
A/HIN1pdmO09

A/HIN1 0,016

A/H3N2 0,000 0,008

B(Yam) 0,000 0,002 0,500

B(Vict) 0,000 0,000 0031 0,125

Tabla 61. Grupo de EA: Valores de significacion estadistica (test de McNemar; a=0,05) entre el
numero de sueros con titulos pre-vacunales protectores (>1/40) de los distintos subtipos y

linajes de gripe Ay B.

En el grupo de control sanos se encontraron diferencias altamente significativas en el
numero de sueros pre-vacunales con titulos de Acs protectores entre todos los subtipos y

linajes (p<0,01), a excepcion de entre el subtipo A/H3N2 y el linaje B/Victoria (Tabla 62).

Valores de significacion (p-valor) - Grupo de CS
Test de McNemar (a=0,05)

Subtiposy linajes JA/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
A/HIN1pdmO09

A/HIN1 0,000

A/H3N2 0,000 0,004

B(Yam) 0,000 0,000 0,008

B(Vict) 0,000 0,004 1,000 | 0,008

Tabla 62. Grupo de CS: Valores de significacion estadistica (test de McNemar; a=0,05) entre el
numero de sueros con titulos pre-vacunales protectores (>1/40) de los distintos subtipos y

linajes de gripe Ay B.
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Por otro lado, mediante el test T de Student (a=0,05) se analizaron las diferencias en la

MGTs pre-vacunales entre los enfermos autoinmunes y controles sanos frente a cada subtipo y
linaje de gripe A y B estacionales (Tabla 63). Se observaron diferencias significativas entre la
MGTs de los sueros pre-vacunales de ambos grupos (EA y controles) frente a los subtipos
A/H3N2 (p=0,024) y el linaje B/Yamagata (p=0,010), siendo la media de los titulos pre-

vacunales mas elevada en el caso del grupo control.

MGTs Pre-Vacunales
Subtipoolinaje | GrupoEA Grupo CS T* p-valor |
A/HIN1pdm09 11 1,0 1,193 0,236
A/HIN1 16,0 21,9 1,494 0,139
A/H3N2 21,5 33,1 2,289 0,024
B(Yam) 28,4 52,6 2,614 0,010
B(Vict) 30,6 431 1,274 0,206

T*=Valor Tde Student
Tabla 63. Valores de las MGTs de los sueros pre-vacunales, valores T de Student y valores de

significacion (p-valor) entre EA y CS frente a los virus de gripe Ay B estacionales.

3. Analisis del efecto de la vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09 sobre
la generacion de Acs HAs frente a los virus de gripe Ay B

Poblacion con enfermedades autoinmunes (EA):

En el grupo de poblacién de EA se observé una TPV frente al subtipo pandémico frente
al que se vacuné (A/H1N1pdm09) del 63,8% (n=30). Se observo seroconversion en el 66,0% de
los individuos (n=31) y tras la vacunacion se alcanz6 una TS frente al subtipo A/H1IN1pdm09
del 68,1% (Tabla 64).

Subtiposy linajes de gripe Ay B

A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
N° Total de Sueros 47 47 47 47 47
N° de Pre-Protegidos 2 9 17 19 23
Tasa proteccion previa 4,3 19,1 36,2 40,4 48,9
N° de Post-Protegidos 32 11 22 20 23
Tasa Seroproteccion 68,1 23,4 46,8 42,6 48,9
N° Protegidos por vacuna 30 2 5 1 0
Tasa Proteccion Vacunal 63,8 4,3 10,6 2,1 0,0
Seroconversiones 31 2 5 1 0
Tasa Seroconversion 66,0 4,3 10,6 2,1 0,0

Tabla 64. Resultados de la TPP, TS, TPV y TSC frente a subtipos de gripe Ay B en el grupo

poblacion de enfermos autoinmunes.
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La tasa de proteccion por la vacuna (TPV) fue baja (0-4,3%) en los subtipos y linajes de

gripe Ay B no incluidas en la formulacion de la vacuna monovalente, a excepcion de frente al
subtipo A/H3N2, en el que este valor fue del 10,6%. En los subtipos no incluidos en la vacuna,
la seroconversion (TSC) fue mayor frente al subtipo A/H3N2 y los linajes de gripe B que frente
al subtipo A/H1IN1, sin embargo en todos estos virus la Tasa de Seroproteccion fue similar al

porcentaje de Acs HAs pre-vacunales previos descritos anteriormente (TPP) (Figura 59).
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A/HIN1pdm09  A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
Subtipos y linajes de gripe Ay B

Figura 59. Porcentajes de la TPP, TS, TPV y TSC frente a subtipos de gripe Ay B en el grupo

poblacional de enfermos autoinmunes.

La MGTs de Acs HAs de los sueros pre y post-vacunales frente a los diferentes subtipos
y linajes de gripe Ay B utilizados en este estudio estan expuestos en la Tabla 65. La RIC frente
al subtipo A/HIN1pdmO09 fue de 26,6, mientras que frente al resto de cepas se encontraron
valores de la RIC de 1,9 frente al subtipo A/H3N2, 1,6 frente al subtipo A/HIN1y 1,3 frente a

ambos linajes de gripe B.

MGT (1C95%) RIC
Subtipos PreVac PostVac
A/HIN1pdm09 | 1,9(1,4-2,8) 50,5(24,8-99,6)| 26,6
A/HIN1 41(24-68) 6,7(39-11,1) 1,6
A/H3N2 9,8(5,7-16,6) 18,9(11,9-29,7)| 1,9
B/Yam 13,0(7,0-24,6) 16,7(9,3-30,5) 1,3
B/Vict 14,4(8,0-26,4) 19,3(11,3-34,5)| 1,3

Tabla 65. MGTs de los sueros pre y post-vacunales de la poblacion de EA frente a cada subtipo

y linaje de gripe Ay B. Intervalo de confianza al 95% (IC95%).
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Dado que el rango de edad en los individuos de la cohorte de EA comprendi6 desde los

20 hasta los 89 afios y el tamafio del grupo fue reducido, no se pudo evaluar la eficacia vacunal
siguiendo los criterios EMA para mayores y menores de 60 afios en funcién de cada grupo
etario (18-59 afos y 260 afios). Para unificar los datos y poder comparar los resultados del
grupo de EA y el de CS, se evaluaron los resultados de ambos grupos siguiendo los criterios
EMA para individuos menores de 60 afos (TS270%; TSC=40%; RIC>2,5). Al analizar estos datos
se observé que en el grupo de EA Gnicamente se alcanzaron los valores recomendados por la
EMA frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en términos de TSC y RIC (Tabla 66). Ninguno de los
valores analizados frente al resto de subtipos y linajes de gripe Ay B estacionales alcanz6 los

limites minimos de aceptacion de la EMA para menores de 60 afios.

Subtipos y linajes de gripe Ay B

Criterio EMA HIN1pdm09 HIN1 H3N2 Byam Bvict
Tasa Seroproteccion 68,1 23,4 46,8 42,6 48,9
Tasa Seroconversion 66,0 4,3 10,6 2,1 0,0
Razén de Incremento 6,8 1,1 1,4 1,1 1,0

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

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

Tabla 66. Valores globales de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los criterios

EMA de eficacia vacunal frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B en el grupo de EA.

Cohorte de poblacién de controles sanos (CS):

En el grupo de CS, tras la administracion de la vacuna monovalente frente al subtipo
A/HIN1pdmO09, la TPV y la TSC mostraron valores del 82,2% frente al subtipo pandémico
(Tabla 67), obteniéndose el mismo valor en la TS debido a la ausencia de poblacién con titulos

protectores previos a la vacunacion frente a este subtipo (TPP=0,0%).

Subtiposy linajes de gripe Ay B

A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
N° Total de Sueros 45 45 45 45 45
N° de Pre-Protegidos 0 14 23 32 23
Tasa proteccion previa 0,0 31,1 51,1 711 51,1
N° de Post-Protegidos 37 15 25 32 23
Tasa Seroproteccion 82,2 33,3 55,6 711 51,1
N° Protegidos por vacuna 37 1 2 0 0
Tasa Proteccion Vacunal 82,2 2,2 4,4 0,0 0,0
Seroconversiones 37 1 2 0 0
Tasa Seroconversion 82,2 2,2 4,4 0,0 0,0

Tabla 67. Resultados de la TPP, TS, TPV y TSC frente a subtipos de gripe Ay B en el grupo

poblacional de controles sanos.
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Frente al resto de subtipos y linajes de gripe Ay B analizados la TPV y TSC fueron muy

bajos (2,2%-A/HIN1; 4,4%-A/H3N2; 0%-B/Yamagata y B/Victoria) (Figura 60). La TS frente a

estos virus fue muy similar a la TPP.
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Figura 60. Porcentajes de la TPP, TS, TPV y TSC frente a subtipos de gripe Ay B en el grupo

poblacional de controles sanos.

En el grupo de individuos sanos la MGTs de los sueros pre y post-vacunales frente a

todos los subtipos y linajes de gripe A y B utilizados en el estudio mostraron los valores

expuestos en la Tabla 68. El valor de la RIC frente al subtipo A/HIN1pdmO09 fue de 70,9,

mientras que frente al resto de subtipos y linajes oscilé entre 1,2 (linaje B/Yamagata), 1,4
(A/HIN1), 1,5 (A/H3N2) y 1,7 (linaje B/Victoria).

MGT (1C95%) RIC
Subtipos PreVac PostVac
A/HIN1pdm09 | 1,6(1,2-2,2) 113,4(69,3-178,2)| 70,9
A/HIN1 9,3(54-17,3)  12,8(7,4-23,3) 1,4
A/H3N2 27,1(17,9-39,4) 40,2 (28,6-57,3) 15
B/Yam 40,9 (25,3-62,8) 49,9 (29,3-79,4) 1,2
B/Vict 28,7 (16,4-50,8) 48,4 (30,0-74,7) 1,7

Tabla 68. MGTs de los sueros pre y post-vacunales de la poblacion de CS frente a cada subtipo

y linaje de gripe Ay B. Intervalo de confianza al 95% (IC95%)
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Al igual que en el caso de la poblacion de enfermos autoinmunes, en el grupo de

individuos sanos la eficacia vacunal se evalu6 siguiendo los criterios EMA para individuos
menores de 60 afios (TS>70%; TSC=40%; RIC>2,5). Los datos mostraron que Unicamente se
cumplieron los tres criterios EMA frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 (Tabla 69). Ademas se
verificd una TS mayor al 70% frente al linaje B/Yamagata debido a la elevada presencia de

sujetos con Acs pre-vacunales (TPP).

Subtipos y linajes de gripe Ay B

Criterio EMA | HIN1pdm09  HIN1 H3N2 Byam Bvict
Tasa Seroproteccion 82,2 33,3 55,6 711 51,1
Tasa Seroconversion 82,2 2,2 4,4 0,0 0,0
Raz6n de Incremento 10,1 1,1 1,3 1,2 1,2

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

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

Tabla 69. Valores globales de la TS, TSC y RIC de los sueros analizados siguiendo los criterios

EMA de eficacia vacunal frente a los subtipos y linajes de gripe Ay B en el grupo de CS.

4. Andlisis estadistico de la respuesta a la vacunacién monovalente frente al subtipo

A/H1IN1pdmO09 sobre la generacién de Acs HAs frente a los virus de gripe Ay B

Para analizar si la vacuna monovalente indujo una respuesta humoral significativa en
términos de seroconversion y de la RIC frente a los diferentes virus analizados, se realiz6 un
test de McNemar de muestras relacionadas («=0,05) y un test T de Student de muestras
apareadas (a=0,05). Los resultados del Test de McNemar mostraron que la seroconversion fue
significativa frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 tanto en enfermos autoinmunes como en los
individuos sanos (p=0,000 en ambos casos). No se observo ninguna respuesta heterotipica tras
la vacunacion monovalente frente al resto de subtipos de gripe Ay B estacionales. El contraste
estadistico T de Student mostr6 que la respuesta humoral medida como RIC fue significativa
frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en ambos grupos de poblacién, no observandose ningln un

aumento significativo de la RIC frente al resto de virus analizados.

Para conocer si la seroconversion y la RIC tras la vacunacion fueron diferentes frente a
alguno de los virus analizados entre enfermos autoinmunes y controles sanos, se realiz un
analisis Chi-cuadrado (a=0,05) de la TSC y un analisis T-de Student (a=0,05) de la RIC entre

ambas cohortes (Tabla 70).
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Tasa de Seroconversién | Chi-cuadrado Valores de RIC T de Student
Subtipos y linajes EA cS x> p-valor EA cS T**  p-valor
A/HIN1pdm09 68,1 82,2 3,154 0,076 43,5 69,4 1,11 027
A/HIN1 4,3 2,2 0,301 0,583 1,6 14 ) Sektla D Colalad
A/H3N2 12,8 2,2 3,636 0,057 1,9 15 ) Sl Gl
B(Yam) 2,1 0,0 0,968 0,325 1,3 1,2 b Sl el
B(Vict) 0,0 0,0 1,000 1,000 1,3 1,7 Sl Seisiad

*x* =Valor Chi-cuadrado
**T=Valor Tde Student

X***=imposible el célculo estadistico debido al bajo valor de laRIC en ambas cohortes
Tabla 70. Valores Chi-cuadrado (Seroconversion), T de Student (RIC) y valores de significacion

estadistica de cada cohorte de individuos (EA y CS) frente a los virus de gripe Ay B.

Ninguno de los dos test estadisticos utilizados mostr6 diferencias significativas en la
seroconversion ni en la RIC entre los individuos enfermos autoinmunes y los controles sanos
frente a ninguno de los subtipos y linajes analizados. Pese a esta ausencia de diferencias, si se
observo que tanto la TSC como la RIC frente al subtipo A/HIN1pdmO09 mostraron valores mas

elevados en el caso del grupo poblacional de controles sanos.

5. Analisis de los Acs HAs pre-vacunales y de la respuesta a la vacunacion monovalente

frente al subtipo A/HIN1pdmOQ9 en funcion de la edad y el sexo

Para el andlisis de las diferencias en el titulo de los Acs HAs previos a la vacunacion y la
RIC tras la vacunacion monovalente en funcion de la edad y el sexo, se utilizaron los valores
MGTs de los titulos pre-vacunales frente a cada subtipo y linaje de gripe Ay B, y

posteriormente el valor de la RIC frente a cada subtipo y linaje respectivamente.

Para analizar la MGTs pre-vacunales y la RIC en el grupo de individuos con
enfermedades autoinmunes se segrego la poblacion en dos grupos etarios, un grupo que
comprendia aquellos individuos entre 18 y 64 afios (n;=36), y otro que agrupd los que poseian
mas de 65 afios (n,=12). Por otra parte, se segregd la poblacion en funcién del sexo
(masculino/femenino). Los valores de la MGTs de Acs pre-vacunales y la RIC frente a todos los

subtipos y linajes de gripe Ay B analizados se exponen en la Tabla 71.
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Subtiposy linajes de gripe Ay B

A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)

\5es  |MGTPrevac 11,2 148 192 308 309

Grupo RIC 60,0 1,8 2,0 1,2 1,4
etario 565 MGTPreVac 9,8 18,8 29,9 12,5 31,6
z RIC 16,9 1,2 1,6 1,4 1,2

Varon | MGTPreVac 9,8 109 335 237 562

RIC 41,2 3,8 1,6 1,5 1,0

Sexo Mjer | MOTPrevac 11,3 173 196 295 27,0
RIC 43,8 1,4 2,0 13 1,4

Tabla 71. Valores de la MGTs pre-vacunales y de la RIC en los grupos etarios y sexos frente a

los subtipos y linajes de gripe Ay B en la cohorte de EA.

Se realiz6 un test T de Student de muestras independientes (a=0,05) para comprobar
la existencia de diferencias entre los valores de la MGTs y de la RIC entre los diferentes grupos
etarios y sexos para cada virus de gripe. No se observaron diferencias significativas entre los
valores de la MGTs pre-vacunales del grupo etario de 18-64 afios frente al grupo etario de 265
afos. El analisis de la RIC mostro diferencias significativas entre ambos grupos etarios frente al
subtipo A/HIN1pdmO09 (T de Student=2,331; p=0,024), siendo la RIC més elevada en el grupo
etario de 18-64 afios (RIC=60,0). No se encontraron diferencias significativas en la RIC entre
ambos grupos etarios frente a ninguno de los otros virus de gripe A y B incluidos, ni tampoco
entre ambos sexos. Debido que el grupo de controles sanos no mostré suficiente dispersion
etaria para realizar una segregacion por edades como la anteriormente descrita en EA,
Unicamente se analizé la MGTs pre-vacunales y la RIC en funcion del sexo, obteniéndose los
valores medios de titulos pre-vacunales y valores de RIC expuestos en la Tabla 72.

Subtipos y linajes de gripe Ay B

A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
; MGTPreVac 10,5 15,3 35,8 84,1 49,0
Varon
Sexo RIC 33,6 1,3 15 15 2,0
Muier MGTPreVac 10,0 25,3 32,1 43,5 40,8
J RIC 93,2 1,4 1,5 1,1 1,6

Tabla 72. Valores de la MGTs pre-vacunales y de la RIC en ambaos sexos frente a los subtipos y

linajes de gripe Ay B en la cohorte de CS.
El andlisis mediante el contraste estadistico T de Student de muestras independientes

(a=0,05) no mostro diferencias significativas en la MGTs de los titulos pre-vacunales ni en la

RIC entre ambos sexos frente a ninguno de los subtipos y linajes de gripe Ay B analizados.
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Analisis comparativo de los Acs HAs previos a la vacunacion frente a virus de la gripe

Ay B entre los diferentes grupos de individuos incluidos en el estudio

Para comprobar la existencia de diferencias en la media geométrica de los titulos de
Acs HAs previos a la vacunacion frente a los distintos virus de gripe A y B epidémicos entre los
diferentes grupos de individuos vacunados del estudio, se confeccion6 una tabla (Tabla 73)
que reuni6 los datos anteriormente expuestos de las MGTs pre-vacunales de los individuos
mayores de 65 afios de cada temporada, individuos con enfermedades autoinmunes y

controles sanos.

Las cohortes de poblacion de individuos >65 afios reclutadas en las temporadas 2006-
07, 2008-09, 2009-10 y 2010-11 fueron nombrados con nimeros consecutivos desde el 1
(temporada 2006-07), 2 (temporada 2008-09), 3 (temporada 2009-10) hasta el 4 (temporada
2010-11). Por otra parte, el grupo de individuos con enfermedades autoinmunes y el de

individuos sanos fueron designados con los nimeros 5 y 6 respectivamente.

Subtipos y linajes de gripe Ay B

Grupos de poblacion |A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)
265 afios: T2006-07 (1) 15 34,5 41,7 12,0 12,2
>65 afios: T2008-09 (2) 16 13,6 18,5 8,7 31,3
MGTs 265 afios: T2009-10 (3) 19 13,2 35,0 11,0 8,1
pre-vacunales|>65 afios: T2010-11 (4) 2,4 29,8 46,2 20,1 27,5
Enf. Autoinmunes (5) 1,9 4,1 9,8 13,0 14,4
R | Controles Sanos (6)_ |  _ . _ 18 . 93 . 2r1 A9 . _ 287 .

*T-Temporada

Tabla 73. MGTs pre-vacunales frente virus de gripe Ay B en todos los grupos de poblacion

incluidos en el estudio.

Para el estudio de las diferencias en la MGTs de Acs pre-vacunales frente a los
diferentes virus de gripe A y B estacionales entre los grupos de poblacién analizados, se realizé
un ANOVA de un factor mediante el test de Bonferroni (a=0,05) (Tabla 74). Se observaron
diferencias significativas en la MGTs pre-vacunales frente al linaje B/Yamagata (p<0,05) entre
el grupo de controles sanos frente a todas las cohortes de individuos 265 afios de todas las
temporadas y frente al grupo de enfermos autoinmunes, siendo la MGTs pre-vacunales méas
elevadas en el caso del grupo de controles sanos. En el caso del linaje B/Victoria, se observaron
diferencias significativas de las MGTs pre-vacunales entre la poblacion >65 afios de la

temporada 2008-09 con la temporada 2009-10, y entre la 2009-10 y la poblacién de controles
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sanos (p<0,05), siendo mas elevados los valores MGTs pre-vacunales en el caso de la cohorte

de la temporada 2008-09 y en el grupo de poblacién control.

Valores de significacion (p-valor) de las MGTs de los titulos pre-
vacunales- Test de Bonferroni (a=0,05)

Subtipos y linajes de gripe Ay B

n?c::;oo Grupo comparado |A/HIN1pdm09 A/HIN1 A/H3N2 B(Yam) B(Vict)

>65 afios: T2008-09 (2) 1,000 0,151 0,457 1,000 0,405

>65 afios: 265 afios: T2009-10 (3) 1,000 0,049 1,000 1,000 1,000

T2006-07 (1) 265 afios: T2010-11 (4) 0,285 1,000 1,000 1,000 1,000

Enf. Autoinmunes (5) 1,000 0,001 0,006 1,000 1,000
—ememem.—.jCONtOks San0s (6) 1 1000 _ Q152  _ 1000 0000 _ _ 0112 |

265 afios: T2006-07 (1) 1,000 0,151 0,457 1,000 0,405

»65 afios: 265 afios: T2009-10 (3) 1,000 1,000 1,000 1,000 0,032

T2008-09 (2) 265 afios: T2010-11 (4) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Enf. Autoinmunes (5) 1,000 1,000 1,000 0,546 1,000
S ControlesSanos (6) _ [ _ 1000 _ _ _. 1000 1,000 1 0000 _ 1000

265 afios: T2006-07 (1) 1,000 0,049 1,000 1,000 1,000

»65 afios: 265 afios: T2008-09 (2) 1,000 1,000 1,000 1,000 0,032

T2009-10(3) 265 afios: T2010-11 (4) 1,000 0,648 1,000 1,000 0,158

Enf. Autoinmunes (5) 1,000 1,000 0,065 1,000 0,335
—ememem.—.jCONtOks SaN0S (6) 1 1000 _ 100 _ _. 1000 _ _0001 _ _ 0006_

265 afios: T2006-07 (1) 0,285 1,000 1,000 1,000 1,000

»65 afios: >65 afios: T2008-09 (2) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

T2010-11 (4) 265 afios: T2009-10 (3) 1,000 0,648 1,000 1,000 0,158

Enf. Autoinmunes (5) 1,000 0,020 0,028 1,000 1,000
S Controles Sanos (6)_ | _ 0491 _ _ 1000 _ 1000 0084 _ _ 1000_ |

265 afios: T2006-07 (1) 1,000 0,001 0,006 1,000 1,000

Enf. 265 afios: T2008-09 (2) 1,000 1,000 1,000 0,546 1,000

Autoinmunes |>65 afios: T2009-10 (3) 1,000 1,000 0,065 1,000 0,335

(5) 265 afios: T2010-11 (4) 1,000 0,020 0,028 1,000 1,000
oo Controlessanos(6)_ | _ 2000 _ 1000 _ _ 1000 _ 0038 _ _ 1000_ |

265 afios: T2006-07 (1) 1,000 0,152 1,000 0,000 0,112

Controles >65 afios: T2008-09 (2) 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000

sanos (6) 265 afios: T2009-10 (3) 1,000 1,000 1,000 0,001 0,006

265 afios: T2010-11 (4) 0,491 1,000 1,000 0,014 1,000
S Enf. Autoinmunes (5) || _ 1000 _ 1000 _ _ 1000 | 0038 _ _ 1000_ |

*T-Temporada
Tabla 74. Valores de significacion estadistica (p-valor) del test de Bonferroni (a=0,05) entre las
MGTSs pre-vacunales de cada grupo poblacional analizado frente a cada subtipo y linaje de

gripe AyB.

Frente al subtipo A/H3N2 se observaron diferencias significativas en las MGTs pre-
vacunales entre el grupo de enfermos autoinmunes frente a las cohortes de =65 afios de las

temporadas 2006-07 y 2010-11, siendo maés elevadas en el caso de ambas cohortes de
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poblacion >65 afios. En el caso del subtipo A/HIN1 se observaron diferencias significativas

entre las MGTs pre-vacunales del grupo de enfermos autoinmunes y las cohortes 265 afios de
las temporadas 2006-07 y 2010-11, siendo més elevadas en el caso de ambas cohortes >65
afios. También se observaron diferencias significativas frente al subtipo A/HIN1 entre la
cohorte >65 afios de la temporada 2006-07 y de la temporada 2009-10, siendo las MGTs mas
elevadas en la temporada 2006-07. Pese a no mostrar diferencias significativas, las MGTs pre-
vacunales frente a este subtipo en la poblacién control fueron menores que en el resto de
grupos =65 afios. Por su parte, frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 no se observaron diferencias

significativas en las MGTs pre-vacunales entre ninguno de los grupos analizados.
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Discusion

La continua actualizacion que cada afio realiza la OMS de la vacuna antigripal
estacional es lo que permite adecuar los virus gripales que componen esta vacuna con aquellos
gue se prevén gque van a circular mayoritariamente en la siguiente temporada de gripe. Esta
labor de vigilancia viroldgica y epidemioldgica recae fundamentalmente sobre la Red Mundial
de Centros Nacionales de Gripe y sobre los Centros Colaboradores de la OMS, a través del
aislamiento e identificacién diaria y semanal de los casos de gripe circunscritos a un
determinado territorio. Las labores de los NICs han sido descritas detalladamente en la
Introduccion de este trabajo (169,176,177), pero una de las que posee mayor importancia es la
evaluacion de la eficacia de la vacuna en cada temporada, lo que ofrece datos de laboratorio
en poblacion real vacunada sobre la poblacion vigilada. Este tipo de experimentos de
evaluacién de la eficacia vacunal se encuentran también dentro del proyecto plurianual “I-
MOVE” que el ECDC y la OMS llevan realizando conjuntamente desde el afio 2007 (178-180).
En la actualidad el nimero de estudios a este respecto no es muy elevado a pesar de la valiosa

informacién que ofrecen.

El Centro Nacional de Gripe de Valladolid recoge anualmente desde el afio 1989
muestras de sueros previos y posteriores a la vacunacion frente a la gripe de cada temporada
gripal en grupos de individuos de un amplio rango de edades, pero sobre todo poblacion
mayor de 60 afios. El objetivo de esta préactica es evaluar las caracteristicas de la formulacion
vacunal y su eficacia en la generacion de la respuesta humoral frente a los distintos virus de la
gripe, lo que da la oportunidad de realizar investigacion y vigilancia en un campo como es la
respuesta serolégica post-vacunal y la inmunidad previa a la vacunacién, aspectos que no se
estudian en muchos sitios por su laboriosidad técnica. En el presente trabajo se analizaron los
Acs de los sueros pre y post-vacunales de 174 individuos en cuatro temporadas distintas pre y
post-pandemicas frente a 10 virus de la gripe diferentes, lo que supuso la realizacion de 3.480
reacciones de inhibicion de hemaglutinacion durante un periodo de 2 afios. Ademas se realizé
cultivo en huevo embrionado de gallina de las cepas A/HINL1 antiguas suministradas por el
Centro Colaborador de la OMS Francis Crick Institute de Londres para fabricar antigeno

hemaglutinante de cepas de gripe antiguas.

Las infecciones por gripe constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad
en la poblacion general, pero la gravedad incide principalmente en la poblaciéon anciana y

personas que poseen patologias crénicas o enfermedades autoinmunes (181). El presente
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estudio describe la presencia de Acs previos y posteriores a la vacunacion frente a distintos

virus de la gripe en las citadas poblaciones (mayores de 65 afios y enfermos autoinmunes), y
ademas aprovecha la aparicion de un nuevo subtipo de gripe pandémica (A/HIN1pmd09) en el
afno 2009 para comprobar la presencia de Acs pre-vacunales en estas poblaciones antes y

después de su vacunacion pandémica.

Se realizaron ensayos seroldgicos de eficacia vacunal antes y después de la emergencia
de este nuevo virus, asi como el estudio de Acs pre-vacunales y el efecto de la vacuna frente a
subtipos de gripe A y B estacionales, virus de gripe aviar que han dado casos esporadicos y
brotes epidémicos localizados en humanos, y cepas de gripe A/HIN1 variantes menores de la

Gripe Espafiola de 1918 que circularon durante la década de 1940.

ESTUDIO DE LOS ACS PREVIOS A LA VACUNACION Y DE LA RESPUESTA A LA VACUNA

TRIVALENTE ESTACIONAL EN LA COHORTE DE INDIVIDUOS 265 ANOS

AMBITO POBLACIONAL DE ESTUDIO

Este trabajo presenta datos de la presencia de Acs pre-vacunales y post-vacunales
frente a distintos virus de la gripe en una poblacion anciana, una de las dianas clésicas de la
vacunacion antigripal (182). La edad media de los individuos incluidos en este estudio fue de
75,9 afios, siendo segun los criterios de la OMS, uno de los grupos de riesgo indicados para la
vacunacion frente a la gripe estacional (137). La media de edad fue similar entre las diferentes
cohortes analizadas, permitiendo la creacion de subgrupos poblacionales homogéneos para su
comparacion. A pesar de ello, en la cohorte de la temporada 2008-09 la media de edad de los
individuos incluidos fue significativamente superior, lo que debe ser tenido en cuenta a la hora

de interpretar algunos de los apartados de este trabajo.

En el estudio previo de Acs hemaglutinantes es importante tener en cuenta la edad de
los individuos, puesto que aquellos de mas edad son los que mas experiencias de exposicién a
los virus de la gripe han tenido en su vida, y por tanto en los que deberia observarse una
mayor cantidad de Acs pre-vacunales. Sin embargo, se ha constatado en varios trabajos
cientificos que la inmunosenescencia es un proceso que impacta de forma negativa en el
desarrollo del sistema inmune y en su funcionamiento (134,183). Esto sucede especialmente

frente a patdgenos como los virus de la gripe, frente a los cuales la respuesta a las infecciones
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y a la vacunacion puede ser mucho menor a medida que el individuo envejece (135,136).

Muchos autores definen que la inmunosenescencia del individuo provoca que el sistema
inmune se vuelva hipo sensitivo y no funcional, generando una especie de estado de
inmunosupresion progresiva (184). Sin embargo, aunque algunos mecanismos implicados en la
respuesta inmune reducen su actividad con el tiempo, esto no ocurre de forma uniforme, ya
gue mientras unos elementos disminuyen su funcién o se mantienen (como la accién de los
linfocitos CD8) (185), otros mecanismos incluso mejoran (como la produccion de citoquinas
por parte de los macréfagos) (186). Esto significa que la inmunosenescencia es un proceso
complejo y multifactorial que ha de tenerse en cuenta a la hora de analizar los resultados de
esta tesis. Por otra parte, se acepta comunmente gue la inmunosencescencia disminuye la

respuesta inmune ante las infecciones naturales y ante la vacunacion (184).

Esta peor respuesta del sistema inmune frente a los virus de la gripe en los individuos
de mas edad puede ser consecuencia de la denominada “paradoja de Hoskins y Keitel” (187-
190). Dicha paradoja postula que los antigenos de gripe introducidos en un individuo mediante
la vacunacion o la infeccién natural sean rapidamente neutralizados por Acs fruto de
infecciones o vacunaciones anteriores por subtipos de gripe antigénicamente muy préximos al
inoculado, lo que imposibilita que estos puedan generar una respuesta inmune humoral eficaz
ya que estos antigenos no llegan a ser reconocidos por los linfocitos B. Este efecto puede
ocurrir mas frecuentemente en los individuos de mas edad debido a que su historial de

contactos con los virus de la gripe es mucho mayor que en individuos mas jovenes.

Los resultados de este trabajo mostraron que la distribucién porcentual de sexos vari6
en funcion de cada cohorte analizada, pero no se observaron diferencias en esta proporcion
entre las diferentes temporadas. El nimero de dias desde la administracion de la vacuna hasta
la extraccion del suero post-vacunal fue en todos las individuos superior a 28 dias. Las guias de
la EMA para el estudio de la eficacia vacunal frente a los virus de la gripe estiman en 3
semanas el periodo desde la inoculacién de la vacuna hasta la generacion de una respuesta
humoral completa, en la que el individuo haya alcanzado el méaximo titulo de Acs frente a un
virus de la gripe determinado (159). En el presente trabajo este periodo se fijo en 28 dias
minimo para asegurar una respuesta vacunal completa. En el caso de las cohortes incluidas en
este trabajo, la media de dias entre la inoculacion de la vacuna y la extraccién del suero post-
vacunal fue similar en todas las cohortes (31-33 dias) a excepcion de la cohorte de la
temporada 2009-10 (39,1 dias), en la que en algunos individuos el suero post-vacunal se

extrajo entre 40 y 102 dias después de la vacunacion. Pese a esto, no se estimé que los
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individuos en los que se tarddé més tiempo en extraer el suero post-vacunal influyeran en los

resultados del andlisis de la respuesta humoral a la vacunacion. No se han encontrado trabajos
cientificos que demuestren descenso o aumento significativo en el titulo de Acs HAs en un
lapso de tiempo menor a los 6 meses tras el periodo ventana de generacion de Acs tras la

vacunacion.
El namero de individuos incluidos en cada cohorte fue similar, por lo que las

comparaciones entre las cuatro cohortes han sido vélidas para el establecimiento de

conclusiones.

ANALISIS FRENTE A SUBTIPOS Y LINAJES DE GRIPE A Y B ESTACIONALES EN POBLACION

MAYOR DE 65 ANOS

El andlisis de la presencia de Acs protectores previos a la vacunacién, asi como los que
se generaron como fruto de la administracion de la vacuna, permitié conocer por una parte el
estado de inmunizacién pre-vacunal de la poblacién mayor de 65 afios, y por otro la respuesta
humoral tras la vacunacion con vacuna trivalente estacional en dichos individuos frente a los
distintos virus de la gripe A y B estacionales responsables de las epidemias de gripe entre los

afos 2006 y 2011, que incluye un periodo pre-pandémico y otro post-pandémico.

Estudio de los Acs pre-vacunales frente a virus A y B estacionales en la

poblacién 265 afios

El estudio de la presencia de Acs pre-vacunales ofrece informacion acerca del nivel de
inmunizacion y proteccion de una poblacion frente a un determinado virus de la gripe. Existen
trabajos en este campo que determinan una correlacion entre el titulo de Acs hemaglutinantes
y el nivel de proteccion que presenta una persona ante la infeccion por un virus de la gripe.
Asi, dichos autores determinan que un titulo protector de 1/40 reduce en un 50% la
probabilidad de infeccién por un virus de la gripe comparado con titulos <1/10 (133,191-193).
Algunos de los autores de los citados trabajos manifiestan que esta definicion es relativa
porque la respuesta inmune ante un patégeno es un proceso complejo y multifactorial. Sin
embargo el conocimiento de la presencia Acs en una poblacion, como la estudiada en el
presente trabajo, puede aportar informacion sobre la capacidad de los individuos para evitar la
infeccién frente a distintos virus de la gripe. Esto puede dar pistas sobre algunas de las lineas

de actuacién que se pueden llevar a cabo para prevenir dichas infecciones.
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Los datos de este estudio en la poblacion mayor de 65 afios mostraron titulos de Acs
protectores (>1/40) previos a la vacunacion bastante elevados frente a todos los virus de la
gripe A y B estacionales a excepcion de frente al nuevo subtipo A/HIN1pdmO09. Este
porcentaje de individuos con titulos protectores fue especialmente elevado frente al subtipo
A/H3N2, frente al que se observé que uno de cada dos individuos poseia Acs pre-vacunales
protectores, mientras que frente al subtipo A/HIN1y ambos linajes de gripe B este porcentaje
se situd entre el 30% y el 40%. Por otra parte, frente al subtipo A/H1IN1pdm09 el porcentaje de

individuos con titulos pre-vacunales protectores fue muy bajo (3,4%).

El elevado porcentaje de individuos con titulos pre-vacunales protectores frente al
subtipo A/H3N2 también ha sido descrito en otros trabajos cientificos en poblacién vacunada,
en los que se ha observado que la seroprevalencia de Acs pre-vacunales fue mayor frente al
subtipo A/H3N2 con respecto al resto de virus Ay B estacionales durante la década de los afios
2000 (194). El alto porcentaje de individuos con Acs pre-vacunales observados en el presente
trabajo se debe a la circulacion mayoritaria del subtipo A/H3N2 en una gran parte de las
epidemias desde la temporada de gripe 2003-04 hasta la aparicion del subtipo A/H1IN1pdm09
en el afio 2009 (195-201). Esto parece haber generado un aumento constante de los Acs en la
poblacion =65 afios, y por consiguiente de la seroproteccion, debido a la exposicion natural

maés frecuente frente a este subtipo que con respecto a otros subtipos de gripe.

La circulacién mayoritaria del subtipo A/H3N2 durante la década del 2000 puede ser
debida a las diferencias en el fitness viral entre los diferentes subtipos y linajes de los virus que
han sido objeto de este estudio (202). Esto puede haber provocado que algunos subtipos de
virus de gripe hayan circulado més frecuentemente con respecto a otros durante los afios
anteriores a la recogida de los sueros, lo que puede ser la causa de la mayor presencia de Acs
con titulos protectores en la poblacion =65 afios frente al subtipo A/H3N2 con respecto al
resto de subtipos analizados. La circulacion mayoritaria del subtipo A/H3N2 durante los afios
previos al reclutamiento de los individuos de este trabajo puede haber acarreado una menor
exposicién de la poblacién al subtipo A/HIN1, lo que ha derivado en que el titulo de Acs frente
este subtipo haya sido menor que con respecto al subtipo A/H3N2. Sin embargo, las
diferencias en el porcentaje de individuos con titulos pre-vacunales protectores no parecen
estar provocadas solo por este factor, sino que otros factores parecen estar implicados, como

la edad de los individuos o las caracteristicas viroldgicas de los virus circulantes.
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La interaccion ecoldgica entre los distintos virus de la gripe no es un fenébmeno

exclusivo de la época pre-pandémica. Posteriormente a la aparicion del nuevo subtipo
A/HIN1pdmO09, se ha observado que desde el afio 2009 en el que este virus aparecio hasta la
temporada de gripe 2010-2011 el subtipo pandémico fue el principal protagonista de las
epidemias de gripe desplazando al subtipo A/H3N2, mientras que a partir de la temporada de
gripe 2011-12 las epidemias fueron causadas por ambos subtipos que comenzaron a circular
de forma simultanea, observandose una paulatina estacionalizacion del subtipo A/HIN1pdm09
(114,167,201,203,204). La aparicion de este subtipo es responsable de la extincion del antiguo
subtipo A/HIN1 (114,201,203-205). La ausencia prolongada de un determinado subtipo de
gripe puede acarrear una disminucion de la inmunidad de grupo en la poblacién debido a la
ausencia de nuevas infecciones, lo que puede generar un riesgo de re-emergencia de ciertos

virus como ha sido anteriormente postulado en otros trabajos cientificos (78).

Ademas de lo expuesto anteriormente, otra posible explicacion a las diferencias
mencionadas en el porcentaje de individuos con titulos protectores de Acs pre-vacunales,
puede ser el tiempo que llevan circulando los virus de la gripe A y B estacionales desde su
aparicion. Asi pues, frente al subtipo A/H3N2, que apareci6 en el afio 1968, se observd mayor
nimero de individuos con titulos pre-vacunales protectores que frente a los virus que
aparecieron posteriormente, como los linajes de gripe B, que comenzaron su divergencia
evolutiva en la década de 1970 (206), o el subtipo A/H1IN1, que re-aparecié en el afio 1977
procedentes de las cepas A/HIN1 que circularon en la década de 1940 (78). La diferencia en el
porcentaje de individuos con titulos pre-vacunales protectores entre ambos linajes de gripe B
pudo ser debido a las diferencias en la intensidad de la circulacion epidémica que han

mostrado ambos linajes desde su aparicion hasta la recogida de los sueros (195-201,203).

Los resultados del estudio mostraron que el subtipo frente al que se observd mayor
numero de individuos con titulos protectores de Acs tuvo ligeras variaciones en funcion del
afio en que las cohortes fueron analizadas. En algunas de las cohortes se observé un
porcentaje de individuos con Acs pre-vacunales protectores frente al linaje B/Yamagata mas
elevado que frente al subtipo A/H3N2, como por ejemplo en la temporada 2008-09. Dicha
cohorte fue en la que se observo una mayor edad media de la poblacion de entre todas las
cohortes analizadas, por lo que la edad parece ser un factor muy importante en la respuesta
del sistema inmune a los virus de la gripe. En el caso del linaje B/Yamagata la inmunidad
parece verse claramente afectada por la circulacién epidémica de este virus, ya que en la

cohorte de la temporada 2009-10, que fue posterior a la epidemia 2008-09 causada
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mayoritariamente por el linaje B/Yamagata (200), el porcentaje de individuos con titulos

protectores previos a la vacunacion superé en un 10% con respecto a la cohorte de la

temporada anterior.

Frente al subtipo A/HIN1 el porcentaje de individuos con Acs protectores nunca fue
superior a los observados frente al subtipo A/H3N2 en ninguna de las cohortes. Se observo sin
embargo que alrededor del 50% de los individuos de la primera cohorte (2006-07) poseian Acs
con titulos protectores, mientras que en las dos siguientes cohortes este porcentaje supuso
solo el 20%. A pesar de que A/HIN1 dejo de circular en la temporada de gripe 2009-10 tras la
aparicion del nuevo subtipo A/HIN1pdmQ9, en la cohorte de la temporada 2010-2011 uno de
cada dos individuos volvio a presentar Acs protectores frente a A/HIN1. Esta observacion
podria obedecer a una respuesta heterotipica o de inmunidad cruzada a expensas de la

circulacion pandémica del nuevo subtipo A/H1IN1pdm09 durante el afio 20009.

Frente al subtipo A/HIN1pdmO09 se observé una proporcion muy baja de individuos
con Acs pre-vacunales protectores en las cohortes de las temporadas previas a la aparicion de
este virus en el afio 2009. Pese a que el porcentaje de individuos con titulos protectores fue
muy bajo (en torno al 2%), demuestra la existencia de Acs entre la poblacion mayor de 65 afios
frente a un virus que todavia no existia. Al igual que lo observado con el subtipo A/H1IN1 en la
cohorte de la temporada 2010-11, estos datos demuestran la existencia de un fendmeno de
inmunidad cruzada que ha generado Acs capaces de reconocer el subtipo pandémico antes de
su aparicion, probablemente por compartir epitopos antigénicos conservados con otros
subtipos cercanos genética y antigénicamente con el subtipo A/HIN1 estacional. Este
fendmeno ha sido observado previamente en algunos trabajos cientificos con porcentajes de
individuos con Acs protectores muy variables (194,207-211). Sin embargo en el presente
trabajo la respuesta heterotipica ha sido observada bi-direccionalmente entre ambos subtipos

de gripe A/H1.

Los individuos nacidos antes del afio 1950 han estado expuestos a varias cepas de
gripe del subtipo A/HIN1 antigénicamente relacionadas con el actual subtipo A/HIN1pdmO09
(210). Esto justificaria la presencia de Acs previos a la vacunacion frente al subtipo pandémico
por mecanismos de inmunidad cruzada, incluso antes de la aparicion del citado subtipo. Por
otra parte, segin algunos autores la presencia de Acs previos a la vacunacion en la poblacién

anciana explica la menor frecuencia de casos por el subtipo A/HIN1pdmO09 y la baja
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mortalidad en este grupo etario con respecto a las personas mas jévenes durante la pandemia
del subtipo A/HIN1pdmO09 en el afio 2009 (210,212,213).

La proporcion de individuos con titulos pre-vacunales protectores frente al subtipo
A/HIN1pdmQ9 fue mayor en la temporada 2010-11, que fue la primera temporada post-
pandémica, que en la temporada 2009-10 en la que este virus emergié (9,3% vs 2,3%). Esto
sugiere que la circulacion pandémica del subtipo A/HIN1pdmO09 durante el afio 2009 y 2010
fue suficiente para elevar de forma natural casi un 7% el porcentaje de Acs protectores previos
en las personas mayores de 65 afios, hecho que también ha sido observado por otros

investigadores (194).

En conclusion, los individuos =65 afios poseen Acs pre-vacunales frente a gripe con
titulos protectores (>1/40) en una gran proporcién. Este porcentaje es mayor frente al subtipo
A/H3N2, seguido de los virus de gripe By el subtipo A/HIN1. Dicho porcentaje guarda relacion
directa con el tiempo mayor de circulacion de A/H3N2 y los virus B. Solo un 3% de los
individuos >65 afios mostré titulos protectores de Acs frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 en
temporadas previas a la aparicion de este virus. Esto contrasta con lo observado en la
temporada 2010-2011, en la que esos Acs cuadriplicaron los porcentajes previos, factor a tener

en cuenta para explicar la desaparicion del subtipo A/H1N1 antiguo.

Estudio de la respuesta inmune humoral a la vacuna trivalente anual

frente a virus A y B estacionales en la poblacion 265 afios

Para la evaluacion de la respuesta inmune humoral homéloga y heteréloga frente a los
virus de la gripe A y B en la poblacién >65 afios se ha utilizaod fundamentalmente la tasa de
seroconversion. Sin embargo para el anélisis de la eficacia vacunal, el resto de parametros
empleados como la tasa de Seroproteccién o la razén de incremento de la media geométrica

de los titulos se han analizado en el siguiente epigrafe de este capitulo.

Los datos de este estudio muestran que la respuesta homologa y heteréloga global a la
vacunacion en términos de seroconversion fue mayor frente a los subtipos de gripe A que
frente a los linajes de gripe B. Asi mismo, la vacuna trivalente anual indujo una inmunizacion
global heterdloga y homologa mayor frente al subtipo A/H3N2, presente en las vacunas de

todas las temporadas, que frente a los subtipos A/HIN1 y A/HIN1pdmO09. Se observé
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seroconversion frente a A/H3N2 en 1 de cada 2 individuos vacunados, y en un tercio de los

individuos frente al resto de subtipos de gripe A estacionales. Es importante enfatizar que pese
a que la seroconversion heteréloga global fue menor frente al subtipo A/HIN1pdmO09 que
frente a A/H3NZ2, solo la cohorte de la temporada 2010-11 fue vacunada frente al virus
pandémico, por lo que los valores de seroconversion frente a ambos virus no son comparables
a nivel global, y por tanto sus diferencias se explicaran posteriormente especificamente para

cada cohorte.

La mayor respuesta homodloga inducida por la vacuna trivalente anual frente al subtipo
A/H3N2 comparada con la obtenida frente al subtipo A/HIN1 parece responder a multiples
factores. Por un lado, el subtipo A/H3N2 ha sufrido una gran adaptacion a los humanos
durante los casi 50 afios que lleva infectando a nuestra especie (78). Esta adaptacion ha
provocado que en la actualidad este subtipo haya dejado de ser cultivable en huevo
embrionado de gallina y solo se pueda propagar a través de cultivos celulares de lineas
procedentes de mamiferos (MDCK y MDCK-Siat1), utilizadas en el aislamiento habitual de virus
de la gripe (150,214,215). Por otra parte, durante los ultimos afios se ha observado como en
los ensayos de inhibicion de hemaglutinacion el subtipo A/H3N2 no reconoce bien los
hematies procedentes de especies aviares como por ejemplo gallina o pavo, por lo que los
hematies de mamifero como cobaya o humano se usan en ocasiones para estos protocolos
(216,217). En este sentido, antes de la extincion en el afio 2009 del subtipo A/H1N1, este era
facilmente propagado en huevo embrionado de gallina, y su capacidad para unirse a hematies
de especies aviares no estaba afectada ni limitada por su adaptacion al ser humano (84,218). El
subtipo A/HIN1 es un virus procedente del subtipo A/HIN1 que provocé la Gripe Espafiola de
1918, de origen aviar, y que circul6 hasta 1957, re-apareciendo en 1977 con un subtipo similar
a los observados durante la década de 1940 y probablemente debido a un accidente de
laboratorio (96,97). Las Gltimas cepas del subtipo A/HIN1 desaparecidas a partir del afio 2009
guardaban mucha similitud antigénica con el virus original de 1918, cuyos genes en su mayoria

procedian de especies aviares (71).

Es probable que la mayor adaptacion del subtipo A/H3N2 a la infeccién de células
humanas, o lo que coloquialmente se conoce como “humanizacion del subtipo A/H3N2”, haya
contribuido a que la vacuna trivalente anual induzca una respuesta humoral més elevada
frente a A/H3N2 que frente a A/HIN1, cuya hemaglutinina era parecida a la del subtipo

A/HIN1 de 1918 segun los datos filogenéticos obtenidos en el presente trabajo.
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Los estudios en biologia evolutiva postulan que una especie no estd mejor o peor

adaptada que otra a un ambiente o nicho ecoldgico concreto. Simplemente por sobrevivir una
determinada especie esta adaptada aunque coexista en el mismo biotopo con otras especies.
La capacidad de supervivencia de dichas especies depende de su capacidad biolégica para
adaptarse al cambio del ambiente que las rodea, lo que en biologia evolutiva se conoce como
“Hipotesis de la Reina Roja” (219). Esta hipétesis determina que aquella especie que no logra
adaptarse continuamente las condiciones cambiantes del ecosistema se extingue. En relacion
con esto, los datos de este trabajo muestran una menor respuesta humoral frente al subtipo
A/HI1NL1 tras la vacunacién, lo que parece indicar que tanto la desaparicion del subtipo A/HIN1
en el afio 1957 (78), como su extincion en el afio 2009, hayan sido provocados por un proceso
multifactorial. En este proceso estarian implicados varios elementos, como la aparicion de
nuevos subtipos con mayor fitness viral, como el subtipo A/H2N2 en el afio 1957 y el
A/HIN1pdmO09 en el afio 2009, asi como la mayor capacidad del subtipo A/H3N2 por adaptarse
al ser humano, hecho que ha sido comentado con anterioridad. Por otro lado, el agotamiento
de individuos susceptibles de ser infectados por el subtipo A/H1N1 debido al largo tiempo de
circulacion de este subtipo desde 1918 puede haber limitado las infecciones por este subtpo

antes de su desaparicion en el afio 20009.

Otro argumento para entender la menor inmunizacion frente al subtipo A/HIN1 en
comparacion con el A/H3N2 es que la deriva genética sufrida por A/HIN1 desde la década de
1940 hasta el afio 2009 ha sido proporcionalmente menor en comparacion con la sufrida por el
subtipo A/H3N2 desde su aparicion en 1968 (220-224). La tasa de error del complejo
polimerasa del subtipo A/HIN1 es mas baja que la del subtipo A/H3N2 (44). Debido a esto, la
exposicion continuada en un mismo individuo a cepas del subtipo A/HIN1 antigénicamente
muy similares entre si puede haber provocado una disminucion constante de la capacidad
inmunizante de la vacuna frente a este subtipo. Esto puede haber sido mas relevante en
personas de edad avanzada que fueron primo-infectadas o que estuvieron en contacto con
cepas de gripe A/HIN1 muy antiguas, como es el caso de este estudio. En relacion a esto,
existen trabajos cientificos que demuestran una diminucién de la respuesta humoral tras las
vacunaciones reiteradas con cepas de gripe que han variado antigénicamente muy poco con
respecto a la cepas implicadas en la primera inmunizacion del individuo, ya sea por via natural
(primo-infeccidn) o mediante la vacunacion. A este proceso se le ha descrito como la paradoja
de “Hoskins y Keitel” y la Doctrina del “Pecado Original Antigénico” (187-190). Algunos autores
también han denominado a este fenémeno con el nombre de interferencia negativa (188,225).

En este sentido, conviene recordar que toda la poblacion incluida en este estudio ha nacido
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previamente al afio 1946, y por tanto todos los individuos han sido susceptibles de haber sido

infectados por cepas de gripe A/HIN1 muy antiguas, incluso relacionadas o directamente por
la gripe A/HIN1 de 1918.

En cuanto a la seroconversion homologa tras la vacunacién trivalente anual, cabe
destacar la excelente inmunizacion inducida frente al subtipo A/HIN1pdmO09 en los >65 afios,
ya que en la cohorte de la temporada 2010-11 la seroconversion frente al subtipo pandémico
(79,1%) fue casi un 30% mayor que frente al subtipo A/H3N2 (51,2%), que hasta entonces
habia sido el subtipo que mayor inmunizacion homologa habia mostrado de entre todos los
virus de gripe Ay B estacionales analizados. Esta seroconversion homdloga permitio alcanzar
niveles de seroproteccion en la cohorte 2010-11 del 86% frente al nuevo subtipo pandémico.
Estos resultados enfatizan la importancia de las primeras exposiciones a los virus de la gripe en
los individuos. El sistema inmune puede limitar la respuesta humoral frente a un virus si el
subtipo emergente es filogenéticamente muy cercano al que primo-infect6 a un determinado
individuo, como en el caso de las cepas vacunales A/HIN1 de los afios 2000 y las cepas A/HIN1
antiguas de la década de 1940. Por el contrario, puede inducir una respuesta humoral mayor si
el subtipo emergente tiene una distancia genética mayor con el virus que primo-infecté a un
individuo, como el subtipo A/HIN1pdmO09 con las cepas A/H1N1 variantes menores de la Gripe

Espafiola de 1918.

Los datos de este trabajo mostraron que la vacunacion frente al subtipo A/HIN1 en las
tres primeras cohortes del estudio indujo una leve pero significativa seroconversion
heterotipica frente al subtipo A/HIN1pdmO09, observandose seroconversion entre el 13% y el
20% de los individuos vacunados. Dicha respuesta fue mucho mas elevada, como se ha
expuesto anteriormente, en la cohorte de la temporada 2010-11 en la que se vacuné con el
subtipo A/HIN1pdmQ9. Por otra parte, se observd también una leve pero significativa
seroconversion heterotipica (16,3%) en la cohorte de la temporada 2010-11 frente al subtipo
A/HIN1. Estos datos demuestran que la vacunaciéon frente a los subtipos A/HIN1 y
A/H1IN1pdmO9 inducen una respuesta inmune cruzada entre estos dos virus, probablemente
porque la relacién filogenética entre estos dos subtipos permite que los Acs generados frente a
un subtipo reconozcan al otro. Estos resultados contrastan con los obtenidos por otros
autores, los cuales observaron una pobre respuesta frente al subtipo A/HIN1pdm09 cuando se
vacuné con el virus A/HIN1 antiguo, sobre todo en individuos mayores de 65 afios, menor

incluso a la obtenida en este trabajo (210).
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Siguiendo los resultados expuestos en este trabajo, la optimizacion de la vacunacion en

la poblacién anciana frente a subtipos de gripe A que poseen un nivel moderado de deriva
antigénica, como el antiguo subtipo A/H1N1, se podria llevar a cabo evitando la vacunacién
sucesiva en cada campafia vacunal. Eso equivaldria a que la vacunacién se deberia realizar
cuando se hubiera observado una deriva antigénica suficientemente elevada entre la cepa
vacunal y la cepa epidémica, con el objetivo de asegurar un fendmeno booster eficaz. Este
sistema de vacunaciones entrafiaria una excesiva dificultad logistica. Sin embargo, apoya la
idea de mejorar la fabricacion y el disefio de las vacunas hacia un modelo mas individualizado
o personalizado en funcion de los requerimientos de cada persona (por ejemplo la vacuna
adyuvada) (226-228). También apoya la necesidad expresada en los ultimos afios del
desarrollo de una vacuna universal que pueda hacer frente a todos los subtipos y linajes de
gripe Ay B existentes en la actualidad, o los que puedan emerger en el futuro (128,229,230). A
pesar de esta argumentacion, la vacunacion anual reiterada de los individuos mayores de 65
afos parece seguir siendo el mejor método de proteccion frente a la gripe en la actualidad, ya
que la inmunizacién generada por esta, aunque no sea 6ptima en muchos casos, permite en la
mayor parte de los mismos aumentar el titulo de Acs, y por tanto mejorar la proteccién del

individuo frente a la infeccion por virus de la gripe.

En otro orden de cosas, los datos obtenidos en este trabajo mostraron que la
seroconversion homdloga inducida por la vacuna trivalente anual frente a los linajes de gripe B
fue significativa frente al linaje B/Victoria en las cohortes vacunadas frente a este linaje, y
frente a B/Yamagata en la cohorte 2008-09 vacunada frente a este linaje y en la cohorte 2006-
07 que fue vacunada frente a B/Victoria. Como se ha comentado anteriormente, la
seroconversion frente a los linajes de gripe B fue menor que frente a los subtipos de gripe A,

alcanzandose valores de entre el 34% frente a B/Yamagata y el 14%-35% frente a B/Victoria.

En todas las cohortes se observd seroconversion heteréloga frente al linaje de gripe B
no incluido en la vacuna en dicha temporada, en porcentajes que fueron desde el 4% al 11%
frente al linaje B/Yamagata cuando era el B/Victoria el que estaba incluido en la vacuna, y del
9% frente al linaje B/Victoria en la cohorte vacunada con el linaje B/Yamagata. Estos valores
demuestran una cierta respuesta humoral heterotipica entre ambos linajes de gripe B que ya
ha sido descrita en otros trabajos cientificos (122,231-233). Pese a que esta respuesta
heterdloga no parece ser muy comun y existe limitada informacion cientifica sobre el tema, si
que existen trabajos donde se ha demostrado proteccion cruzada en vacunados con linaje

B/Yamagata frente a infecciones por linajes B/Victoria, hecho que no parece suceder en el
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sentido opuesto (233). De forma contraria a lo expuesto en el trabajo de Levandowski y

colaboradores (233), los datos de esta tesis muestran esta respuesta heterotipica en sentido
contrario, observandose respuesta heterotipica frente a B/Yamagata en vacunados con linaje
B/Victoria. Este hecho demuestra que la respuesta heterotipica entre estos dos linajes existe
pero es un hecho poco conocido del que ain no se conocen las particularidades de su

funcionamiento.

Durante las temporadas de gripe en las que se reclutaron las cohortes de =65 afios del
estudio, tuvo lugar un mismatch en los linajes de gripe B circulantes con respecto a los
incluidos en la vacuna de la temporada 2008-09 (198,200,201,203). Este hecho, que ha sido
recurrente en las Gltimas dos décadas en todo el mundo (234,235), apoya la necesidad de
incluir la formulaciéon cuadrivalente de la vacuna antigripal en el calendario vacunal. Esto
evitaria fallos en la inmunizacion de la poblacion en las temporadas en las que exista un fallo
en la prevision del linaje de gripe B mayoritario (236-239), evitando los costes derivados de la
atencion sanitaria y del descenso en la productividad laboral como consecuencia de casos de

gripe en vacunados (240).

En conclusidn, La seroconversion tras la vacunacién de los 265 afios fue mayor frente a
los virus de la gripe A que frente a los virus B. Esta respuesta fue mayor frente al subtipo
A/H3N2 en todas las temporadas a excepcion de la primera temporada post-pandémica, que
fue mayor frente al subtipo A/HIN1pdm09. La vacunacion indujo una leve seroconversion
heterdloga entre los subtipos A/HIN1 y A/HIN1pdmO09 y viceversa, y también entre los linajes
B/Victoria y B/Yamagata, que se corresponde con la distancia genética entre linajes B y

subtipos de gripe A.

Eficacia de la respuesta homologa y heterdloga a la vacuna trivalente

anual frente a los virus de gripe Ay B estacionales

Para evaluar la eficacia de la respuesta inmune homologa y heteréloga a la vacuna
trivalente anual frente a los virus de gripe Ay B estacionales, se considerd que la vacunacion
fue eficaz si se cumplié al menos uno de los tres parametros EMA analizados para individuos
>60 afios (Tasa de Seroproteccion, tasa de seroconversion y Razon e incremento) (8,241). Los
datos que se presentan en este trabajo mostraron que en todas las cohortes se cumplieron los

tres criterios EMA frente al subtipo A/H3N2 en las cuatro temporadas analizadas, mientras que
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frente al subtipo A/HIN1 se cumplieron los tres criterios solo en las dos primeras cohortes de

las dos primeras temporadas analizadas, y solo uno de ellos en las otras dos cohortes.

De acuerdo con los criterios EMA de eficacia vacunal, la vacuna se mostré eficaz
seroldgicamente frente a los subtipos A/H3N2 y A/HIN1 en todas las cohortes del estudio. Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, en el caso del subtipo A/HIN1 solo se
cumplieron los tres criterios EMA en las dos cohortes de las dos primeras temporadas,
mientras que en la temporada 2009-10 que fue la Ultima en la que se vacund frente a este
subtipo, solo se cumplio el criterio de la Raz6n de Incremento, que ademas fue mucho menor
que en la anterior temporada. En la cohorte 2009-10 la vacunacion frente al subtipo A/HIN1
se realiz6 con la cepa A/Brishane/59/2007, que fue la misma cepa que se usé en la vacunacién
de la cohorte 2008-09 en la que si se cumplieron los tres criterios EMA. Pese a que se utilizo la
misma cepa de gripe A/HIN1 en dos temporadas consecutivas, no se logré obtener el mismo

nivel de inmunizacion en ambas cohortes.

Por otra parte, se observé un acontecimiento similar frente al subtipo A/H3N2.
Aunque frente a este subtipo se cumplieron los tres criterios EMA en las cohortes de las
temporadas 2008-09 y 2009-10, en esta ultima la Razon de Incremento fue menor que en la
anterior cohorte como frente al subtipo A/HIN1. Al igual que en el caso del subtipo A/HIN1, la
vacuna frente al subtipo A/H3N2 estuvo compuesta en ambas temporadas por la misma cepa
(A/Brisbane/10/2007), por lo que también se observd un descenso en la capacidad
inmunogénica de la vacuna en dos temporadas consecutivas utilizando la misma cepa vacunal.
Una de las posibles causas de la menor eficacia seroldgica de la vacuna administrada en la
cohorte de la temporada 2009-10 frente a estos dos subtipos de gripe A puede ser la aparicion
del nuevo subtipo pandémico A/H1IN1pdm09. La dispersidn de este virus en Espafia durante la
segunda onda pandémica comenz6 a partir del mes de Octubre (36), coincidiendo con la
campafia de vacunacion de la cohorte =65 afios de la temporada 2009-10. De hecho, gran
parte de los individuos de esta cohorte fueron vacunados en el mes de Noviembre, que fue
justo el momento en el que se alcanzé el pico maximo de incidencia del virus pandémico en
Espafia, con tasas de incidencia en torno a los 372 casos/100.000 habitantes (36). Segun esto,
es posible y ademas probable que muchos individuos de esta cohorte se vieran expuestos al
virus pandémico durante el periodo ventana tras la administracion de la vacuna, lo que puede
haber repercutido negativamente en la respuesta inmune inducida por la vacuna trivalente

anual frente a los subtipos A/H3N2 y A/HINL.
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Pese a que en la cohorte de la temporada 2010-11 la vacunacién se realiz6 frente al

subtipo A/HIN1pdmO09 y no frente al subtipo A/HIN1, se cumplié uno de los criterios EMA de
eficacia vacunal frente al subtipo A/HIN1 (tasa de seroproteccion). Siguiendo los criterios
anteriormente descritos la vacunacion con el subtipo A/HIN1pdmO09 indujo una proteccion
heterdloga eficaz frente al subtipo A/HIN1 en la cohorte 2010-11. Sin embargo, dado que la
tasa de seroconversion y la razon de incremento obtuvieron valores muy bajos, gran parte del
valor observado de la tasa de seroproteccion se debe al alto porcentaje de individuos con
titulos protectores previos a la vacunacion frente al subtipo A/HIN1. Por esto la vacunacion
frente al subtipo A/HIN1pdmO09 realmente no indujo una respuesta humoral heterologa eficaz
frente al subtipo A/HIN1.

Frente al virus pandémico A/HIN1pdmOQ9 se cumplieron los tres criterios EMA en la
cohorte 2010-11 que fue vacunada frente a este subtipo, observandose valores muy altos de la
tasa de seroproteccion, tasa de seroconversion y de la razon de incremento. El alto valor que
alcanzaron estos tres criterios tras la vacunacién con un subtipo nuevo de gripe muestra la
gran importancia que poseen las primo-infecciones en la poblacién humana incluso en los
individuos de mas edad, ya que puede generar una respuesta homéloga muy elevada que
proteja de forma eficaz a un gran porcentaje de la poblacién. Esto demuestra la necesidad de
la vacunacion en grupos de personas pertenecientes a grupos de riesgo como los individuos
mayores de 65 afos (182), ya que aunque muchas veces no se conoce fielmente la eficacia de
la vacunacion frente a ciertos virus de la gripe, siempre inducen una respuesta que mejora el

titulo de Acs del individuo, y por consiguiente la inmunidad de grupo (242,243).

La vacunacion frente al subtipo A/HIN1 en las tres primeras cohortes del estudio
provocd que la razdon de incremento superara el valor cut-off EMA frente al subtipo
A/HIN1pdmO09, por lo que la vacunaciéon frente al subtipo A/HIN1 indujo una respuesta
heterotipica eficaz frente al subtipo pandémico antes de su aparicién. Aunque no se
alcanzaron los valores cut-off EMA de la tasa de seroproteccion y de seroconversion, el hecho
de que se alcancen valores de razon de incremento por encima del punto de corte demuestra
que la vacunacion trivalente anual puede inducir una respuesta humoral heterotipica eficaz
frente a virus de la gripe que adn no existen. Este hecho es interesante para la proteccion de la

poblacion frente a futuros virus de la gripe emergentes.

La eficacia de la vacunacién respecto a los linajes de gripe B analizados parece menor

que la alcanzada frente a los subtipos de gripe A/H3N2 y A/HINL1. Frente a los virus de gripe B
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se cumplieron los tres criterios EMA solo en las cohortes de las temporadas 2006-07 frente al

linaje B/Victoria y en la cohorte de la temporada 2008-09 frente al linaje B/Yamagata, y al
menos uno de los criterios EMA solo en algunas cohortes frente al linaje B/Victoria (cohortes
de las temporadas 2008-09 y 2010-11). A la vista de los resultados de este estudio, la vacuna
administrada a la cohorte de la temporada 2006-07, en la que se utilizé la cepa
B/Malaysia/2506/2004 del linaje B/Victoria, fue mas eficaz que la utilizada en las Gltimas dos
cohortes que fueron vacunadas con la cepa B/Brisbane/60/2008 del linaje B/Victoria. En estas
dos ultimas temporadas se observé un hecho similar al anteriormente comentado frente a los
subtipos A/HIN1 y A/H3N2. La vacunacion con la cepa B/Brisbane/60/2008 del linaje
B/Victoria durante dos temporadas seguidas (2009-10 y 2010-11) indujo una menor respuesta
humoral en la temporada 2009-10, por lo que es probable que la infeccion por el subtipo
pandémico en algunos individuos durante el periodo ventana tras la vacunacion haya limitado

la respuesta humoral frente al linaje B/Victoria en la cohorte de la temporada 2009-10.

Los virus de la gripe B llevan circulando en la poblacion humana mucho tiempo, siendo
la cepa B/Lee/40 aislada en el afio 1940 la primera gripe B de la que se tiene constancia
(244,245). El ser humano es casi exclusivamente su Unico hospedador, pero los virus de la
gripe B también se encuentran de forma esporédica en otros mamiferos como las focas (12—
14). Debido a esto y a que la poblacién del estudio lleva muchos afios en contacto con estos
virus debido a su elevada edad, lo esperable hubiera sido que la vacunacién frente a los linajes
de gripe B hubiera mostrado mas eficacia, y que la tasa de seroproteccion alcanzada hubiera

sido mas elevada frente a estos virus.

Los datos mostrados en este trabajo denotan un fallo en la capacidad inmunizante de
las vacunas anuales frente al linaje B/Victoria en las dos Ultimas temporadas analizadas,
mientras que en la primera temporada del estudio si se alcanzd una respuesta humoral eficaz.
Este fallo de eficacia no parece observarse frente al linaje B/Yamagata en la temporada 2008-
09. En relacion con esto, en las temporadas que se han estudiado en este trabajo ocurrié un
mismatch entre la cepa vacunal y el linaje de gripe B mayoritario en una de las cuatro
temporadas, concretamente en la temporada 2008-09 en la que se vacund con el linaje
B/Yamagata y sin embargo circulé mayoritariamente el linaje B/Victoria (200). Este mismatch
es debido a un fallo por parte de la OMS y sus NICs en la prevision del linaje de gripe B
mayoritario circulante en la siguiente epidemia de gripe, y que es probable que sea el
responsable muchas veces de los fallos en la inmunizacion de la poblacién. La correccion de

este problema es extremadamente dificil, puesto que la prediccion de las cepas circulantes
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mayoritarias de la siguiente epidemia se realiza mediante el estudio y vigilancia de los virus

que circulan la temporada anterior, lo que se denomina como ondas precursoras. Sin embargo,
debido a que las relaciones bioldgicas de los virus de la gripe con el ser humano y otros
hospedadores estan influenciadas por multiples factores, es muy dificil realizar una prediccién

totalmente fiable de que linaje de gripe B va a circular de forma mayoritaria.

En los dltimos afios se ha asistido a una circulacién conjunta de ambos linajes que
muchas veces sucede en un porcentaje muy similar, como en la temporada 2013-14 (114), por
lo que la vacunacion frente a uno de los dos linajes en la actualidad resulta altamente
ineficiente. En este sentido, la formulacion trivalente de las vacunas antigripales puede inducir
una respuesta inmune defectuosa en la poblacion mayor de 65 afios cuando exista este
mismatch (234,246). Debido a esto, cabe sefialar de nuevo la necesidad de introducir de forma
sistematica la vacuna tetravalente para el grupo etario de personas mayores de 65 afios
(235,236,246), ademas de la necesidad de un seguimiento correcto de las cepas de gripe Ay B
estacionales para realizar una prediccion fiable de las que van a circular en la siguiente

temporada gripal.

Analizando los datos mostrados en este trabajo, cabe hacer una lectura critica de los
criterios EMA usados hasta el afio 2014, ya que al exigir el cumplimiento de uno solo de estos
criterios puede a veces sobrevalorar o minusvalorar el efecto inmunizante de la vacuna. En
este sentido, algunos autores aclaran que la razén de incremento y la tasa de seroconversion
pueden infra estimar la inmunogenicidad real de una vacuna, y sin embargo, la tasa de
seroproteccion puede sobreestimar esta (247). En opinién del autor de este trabajo, una vez
cumplido uno de los pardmetros, se deber valorar la intensidad de los otros dos para tener una
conclusion razonable y razonada sobre la eficacia de la vacuna estacional antigripal, opinion

que también se encuentra reflejada en la literatura cientifica (133).

En conclusion, aplicando los criterios EMA para 260 afios, todas las vacunaciones
frente a la gripe en los 265 afios fueron seroldgicamente mas eficaces frente a los subtipos de
gripe A que frente a los subtipos de gripe B. La mayor eficacia vacunal se observo frente al
subtipo A/H3N2, solo superada por el nuevo subtipo A/HIN1pdmO09. La inmunizacién frente al
linaje B/Victoria no cumplid los criterios EMA en dos de las temporadas sin mismatch frente a

este linaje.
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Analisis de los Acs pre-vacunales y del efecto de la vacunacion frente a

virus de la gripe A y B estacionales en funcion de la edad y el sexo en la

poblacién 265 afios

Para el estudio de este epigrafe, se ha considerado que no existe la misma
inmunosenescencia en todos los individuos mayores de 65 afios, sino que estd aumenta con la
edad, haciéndose mas patente en los individuos mas ancianos (134-136,183). Debido a esto,
para el analisis de los resultados se realiz6 una segregacién de los individuos mayores de 65
afios en 6 grupos que se describen a continuacion; 65-74 afios, 75-84 afios, >85 afios, 65-84

afos, 65-70 afios y >71 afios; realizandose las comparaciones oportunas entre ellos.

Los datos analizados en este trabajo mostraron diferencias significativas en la media
geométrica del titulo de Acs pre-vacunales frente al subtipo A/H1IN1pdmO09 y frente a linaje
B/Victoria, en razén de la edad pero no del sexo. A este respecto, cabe sefialar que hubo
diferencias frente al subtipo A/HIN1pdmOQ9 y frente al linaje B/Victoria en los individuos
mayores de 85 afios con respecto a los individuos mas jovenes, observandose mayores titulos
geomeétricos de Acs en el caso de los individuos de mayor edad, no encontrandose diferencias

entre ninguno de los grupos etarios frente al resto de subtipos y linajes analizados.

Los datos mostrados en este trabajo contrastan con los fenémenos de
inmunosenescencia descritos (134-136), por los que cabria esperar una menor presencia de
Acs pre-vacunales y como consecuencia una menor media geométrica de los titulos a medida
que aumenta la edad de los individuos. Es importante resefiar que la media geométrica del
titulo de Acs pre-vacunales frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 fue la menor de todos los virus
analizados en este estudio debido a la novedad de esta cepa, y que las diferencias entre unos
grupos etarios y otros, pese a ser significativamente diferentes, son muy pequefias. Esta
diferencia en la presencia de Acs pre-vacunales frente al subtipo A/HIN1pmd09 en mayores
de 85 afios ha sido descrita también en otros trabajos cientificos (208). Estas diferencias
pueden estar relacionados con la primo-exposicion a subtipos o cepas de gripe similares a la
Gripe Espafiola de 1918, y también con el mayor tiempo de exposicion en la vida del individuo
a cepas antigénicamente relacionadas con el actual subtipo pandémico. Las primeras
exposiciones naturales a virus de la gripe en la vida de un individuo son determinantes sobre la

capacidad de la poblacién a la hora de combatir ciertos virus de la gripe (187).
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En el caso del linaje B/Victoria, el mayor titulo de Acs pre-vacunales en personas muy

mayores puede ser debido al largo tiempo que llevan circulando los virus de la gripe B entre la
poblacion humana vy a las caracteristicas de la evolucion de los linajes desde su separacion en
los afios 1970 (244,245), idea que ya ha sido expuesta en este trabajo. Tras la separacion en
dicha década de los virus de la gripe B en los dos linajes actualmente conocidos (Victoria y
Yamagata), estos no circularon de forma simultanea durante los siguientes afios, sino que el
linaje Victoria fue el predominante durante la década de 1980 mientras que el linaje Yamagata
fue mayoritario en la década de 1990 (248). La circulacion mayoritaria del linaje Victoria
durante la década después de la separacion de ambos linajes sugiere que la diferenciacion no
fue simétrica entre ambos virus, sino que en opinion del autor del presente trabajo, el linaje
Victoria se comportdé como una rama principal dentro de la filogenia de los virus de la gripe B,

mientras que el linaje Yamagata se deslig6 de este posteriormente.

A pesar de que en el estudio filogenético realizado en este trabajo no ha sido plasmada
la relacion genética entre los virus de gripe B, la similitud entre el linaje B/Victoria y la cepa de
gripe B/Lee/40 y otras cepas de gripe B muy antiguas es mayor que si se compara con el linaje
B/Yamagata, hecho que ha sido observado por algunos investigadores (248). Esto sugiere gque
la presencia de un mayor titulo de Acs pre-vacunales en los individuos mas mayores se debe a
que el actual linaje B/Victoria guarda mayor similitud antigénica con las cepas de gripe B mas
antiguas que primo-infectaron a los individuos méas ancianos, y que por tanto el concepto de la
Doctrina del Pecado Original Antigénico (187,249-253) puede ser también valido para los virus
de la gripe B. En nuestro conocimiento, este es uno de los primeros trabajos cientificos que

sugiere esta posibilidad.

No se encontraron diferencias en el nivel de Acs previos a la vacunacion en funcion del
sexo de los individuos frente a ninguno de los subtipos y linajes de gripe Ay B, por lo que se el
sexo de los individuos mayores de 65 afios no es un factor que influya en la inmunidad previa

hacia los virus de la gripe.

La razén de incremento inducida por la vacuna trivalente anual fue mayor frente al
linaje B/Yamagata en el grupo etario de individuos més jovenes con respecto al grupo etario de
>85 afos. Este hecho ya ha sido corroborado en otros trabajos previamente realizados por
otros autores en los que se ha observado una menor respuesta ante la vacunacion con el linaje
B/Yamagata como consecuencia del aumento de la edad del individuo (231). Por otra parte,

esto concuerda con la disminucién de la capacidad inmunizante de la vacuna debido a los
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procesos de inmunosenescencia del individuo (134-136,183), como ya ha sido comentado en

este trabajo anteriormente.

A pesar de que los datos de este estudio solo han mostrado diferencias en la respuesta
inmune a la vacuna en funcién de la edad frente a un solo tipo de virus de la gripe
(B/Yamagata), la respuesta humoral homologa y heter6loga tras la vacunacién en la poblacién
anciana es un efecto complejo que no depende solo de la edad del individuo, sino también del
historial de vacunacion y de la historia de las infecciones naturales frente a los diferentes virus
de la gripe (254). Debido a esto, la disminucién de la actividad del sistema inmune frente a la
gripe en personas mayores es un proceso complejo y multifactorial que no puede ser explicado
Gnicamente por un solo factor como la edad. Pese a que existen publicaciones cientificas que
sugieren la existencia de diferencias en la respuesta a la vacunacién en funcion del sexo de los
individuos (255-257), en este trabajo no se observo una respuesta diferente frente a los virus

analizados entre hombres y mujeres.

En conclusion, las MGTs de Acs pre-vacunales frente al subtipo A/HIN1pdmO09 vy al
linaje B/Victoria fueron mayores en los 285 afios, en consonancia con su afio de nacimiento y
la circulacion del subtipo A/HIN1 de la Gripe Espafiola. La razon de incremento frente al linaje
B/Yamagata fue mayor en los individuos <85 afios, por lo que esta edad fija un punto de

inflexion importante en la edad de respuesta a la vacunacion trivalente antigripal.

Estudio de la respuesta humoral frente a virus de la gripe A 'y B

estacionales en funcion del tipo de vacuna administrada

Pese a que la tendencia en los Udltimos afios es la utilizaciobn cada vez mas
frecuentemente de la vacuna adyuvada en poblaciones de méas de 65 afios, en las cohortes
analizadas el 60% de las vacunas administradas fueron de tipo fraccionado. Estos datos
permitieron analizar si la respuesta inmune inducida por la vacuna trivalente anual fue
diferente en funcién del tipo de vacuna utilizada. El andlisis de estas diferencias se realizd
atendiendo a los parametros de seroconversion y razon de incremento entre la media

geométrica de los titulos pre y post-vacunales.

Los datos analizados mostraron que la seroconversion inducida frente a los subtipos

A/H3N2 y A/HIN1 por las vacunas de tipo adyuvado tuvo diferencias significativas de 1,5 a 2
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veces mayores que la inducida por la vacunas de tipo fraccionado, mientras que la razén de

incremento solo fue significativamente mayor frente al subtipo A/H3N2. Es importante resaltar
que la seroconversion y la razén de incremento no fueron diferentes entre ambos tipos de
vacunas para el subtipo pandémico A/H1IN1pdmO9 ni para ninguno de los linajes de gripe B,

por lo que ambos tipos de vacunas indujeron una inmunizacion similar frente a estos tres virus.

El uso de adyuvantes en la composicion quimica de la vacuna trivalente anual ha sido
postulado como un buen método para mejorar su capacidad inmunizante en la poblacion
general y anciana (258-260). Este tipo de vacunas aumentan su poder inmunizante mediante
la prolongacién del tiempo de exposicion del agente infeccioso al sistema inmune del
hospedador (226). Sin embargo, en el caso de la poblacion analizada en este trabajo, esto solo
parece demostrarse frente a dos de los subtipos de gripe A, sin observarse un efecto diferente

frente al resto de los subtipos y linajes de gripe Ay B.

Esta ausencia de diferencias entre ambos tipos de vacunas no parece constatarse en
otros trabajos cientificos, donde si se observa una clara y mayor eficacia de la vacuna
trivalente adyuvada con respecto a las vacunas no adyuvadas frente a todos los subtipos y
linajes de gripe A y B estacionales en poblacion mayor de 65 afios (227,261). Sin embargo, en
algunos de estos trabajos se expone también la ausencia de buena documentacion y la
realizacion de este tipo de estudios con un bajo nimero de sujetos, en personas muy mayores
con edades superiores a 85 afios o0 muy frecuentemente en individuos con largas estancias
hospitalarias (261), lo que puede haber supuesto un bias en estos estudios y dificultado la
obtencion de conclusiones realistas. Debido a esto, en la actualidad tomando en consideracién
los resultados del presente trabajo y el de otros investigadores no se conoce bien el verdadero
beneficio de este tipo de vacunas en la poblacion mayor de 65 afios, por lo que es necesaria la

realizacion de este tipo de experimentos con un mayor nimero de sujetos.

En conclusién, las vacunas adyuvadas generan en la poblacion =65 afios una respuesta
humoral significativamente mayor frente a los subtipos A/HIN1 y A/H3N2 en comparacién con
las fraccionadas. Sin embargo, no existen diferencias entre ambos tipos de vacuna frente al

subtipo A/HIN1pdmOQ9y los linajes B/Yamagata y B/Victoria.
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ANALISIS FRENTE A SUBTIPOS DE VIRUS DE LA GRIPE A/HIN1 ANTIGUOS EN POBLACION

MAYOR DE 65 ANOS

El andlisis de la presencia de Acs protectores previos a la vacunacion, asi como los
obtenidos tras la administracion de la vacuna trivalente anual, permitié conocer el estado de
inmunizacion de la poblacién mayor de 65 afios y la respuesta humoral heterotipica de la
vacuna trivalente anual en este grupo poblacional frente a algunos de los virus de la gripe

A/HIN1 que circularon en la década de 1940.

El autor de esta tesis ha creido interesante conocer la inmunidad existente y la
respuesta heterotipica tras la vacunacién trivalente anual frente a cepas de virus de la gripe
A/H1IN1 antiguas variantes menores de la Gripe Espafiola de 1918, y que no existen en la
actualidad. Debido a la edad de los individuos de este trabajo, todos han estado en contacto
con estos virus o han sido infectados por ellos durante su infancia o primeras etapas de su
vida, por lo que en la actualidad se cuenta con un grupo de poblacion que ha tenido
experiencias frente a virus muy antiguos y que puede poseer Acs protectores. Sin embargo
dentro de unos 20-30 afios probablemente no existira ningun individuo con Acs frente a estas
cepas tan antiguas, por lo que la proteccién de grupo que aun existe en la poblacién humana
es probable que se vaya eliminando paulatinamente, lo que puede ser un riesgo para la re-

emergencia de alguno de estos virus.

Se eligieron dos cepas de gripe A/HIN1 antiguas muy representativas para valorar la
presencia de Acs previos a la vacunacion y la respuesta humoral heterotipica tras la vacunacion
en personas que han estado en contacto con ellas. Por un lado se escogi6 la cepa A/Weiss/43,
cepa que ha sido muy utilizada en trabajos cientificos con otros cometidos y que es un buen
representante de los virus que circularon en la década de 1940 (92,223,262,263). Por otra
parte se eligio la cepa A/FM/1/47 debido a la importancia que tuvo esta en la evolucion del
subtipo de gripe A/HIN1 tras la década de 1940, ya que A/FM/1/47 surgi6 como un virus
desligado probablemente de la cepa A/Weiss/43 pero que sufrié un drift antigénico mucho
mayor a lo esperable tras una epidemia anual, lo que llevé a este virus a generar la pseudo-
pandemia del afio 1947 (91). Dicha cepa ademas fue la precursora de las cepas A/HIN1 que re-
emergieron en 1977 como A/USSR/90/77 (93,96,97), por lo que tiene una gran relevancia en la
evolucion del subtipo A/HIN1 hasta su extincion en el afio 2009 tras la aparicién del nuevo

subtipo pandémico A/HIN1pdmO09.
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Debido a que no existen muchas publicaciones en la literatura cientifica que evalten la

presencia de Acs en poblacién humana frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas derivadas de
la Gripe Espafiola de 1918, este es uno de los primeros trabajos cientificos en presentar datos
sobre la prevalencia de Acs frente a cepas de gripe A/HIN1 no circulantes desde hace mas de

60 anos.

Estudio de los Acs pre-vacunales frente a cepas de gripe A/HIN1

antiguas en la poblacion 265 afios

En este trabajo, pese a la ausencia de circulacién de ambas cepas de gripe A/HIN1
antiguas desde la década de 1940, se observé la presencia de Acs pre-vacunales protectores en
casi el 45% de la poblacion mayor de 65 afios frente a la cepa A/Weiss/43 y en el 20% frente a
la cepa A/FM/1/47. Los datos aqui presentados muestran que la poblacion estudiada posee
una moderada inmunizacion frente a dichas cepas de gripe A/HIN1 antiguas, siendo mayor
frente a la cepa A/Weiss/43. Es probable que la presencia de estos Acs previos a la vacunacion
se deba a la memoria inmunoldgica que poseen los individuos analizados por haber estado en
contacto con estas cepas durante su circulacion epidémica en la década de 1940 (264,265). Los
Acs generados por la respuesta humoral ante el contacto de estas personas con cepas tan
antiguas se han mantenido hasta nuestros dias. Esto indica que los Acs generados ante un
estimulo antigénico frente a un virus de la gripe pueden perdurar mas de 60 afios en el mismo

individuo, incluso a los titulos considerados como protectores (>1/40).

La deteccion de Acs pre-vacunales protectores frente a estos dos virus después de un
periodo de tiempo tan amplio tiene relevancia. Esta presencia de Acs demuestra que la
proteccién frente a los virus de la gripe persiste mucho tiempo, y por tanto las infecciones
pasadas protegen a gran parte de la poblacion durante toda su vida, evitando la re-
emergencia de virus de la gripe antiguos no circulantes. En este sentido cabe recordar que la
re-emergencia del subtipo A/HIN1 en el afio 1977 (cepa A/USSR/90/77) se ha hipotetizado
que fue fruto de un accidente de laboratorio en la que se disemind una cepa de gripe del
subtipo A/HIN1 antigénicamente similar a la cepa A/FM/1/47 (96,97), por lo que la poblacion
no esta exenta de volver a estar en contacto con cepas ya extintas o similares a estas y por
tanto podria estar protegida en un gran porcentaje frente a ellas, ejerciendo un efecto de

inmunidad de grupo que podria proteger al resto de la poblacion (242,243).
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Otra posible causa que explica la presencia de Acs pre-vacunales a titulos protectores

frente a ambas cepas de gripe A/HIN1 antiguas, es que los Acs circulantes observados sean
fruto de reacciones heterotipicas como resultado de vacunaciones en los afios anteriores al
reclutamiento, o por infecciones naturales por virus de la gripe emparentados con los A/HIN1
antiguos que se han analizado en este trabajo. La primo-infeccién por cepas de gripe muy
antiguas como las descritas en este trabajo puede haber provocado que ante la infeccion o
vacunacion con una cepa de gripe A/HIN1 mas actual, el sistema inmune de estos individuos
haya generado una respuesta cruzada con Acs capaces de reconocer los antigenos de virus
mas antiguos. En este sentido, es importante recordar que la poblacion reclutada para este
estudio tiene una edad mayor a 65 afos. Por tanto, todos estos individuos nacieron antes del
afo 1946, por lo que todos han sido susceptibles de haber estado en contacto o haber sido
infectados por alguna de estas cepas de gripe en la infancia, o en las edades mas tempranas de
su vida. Sin embargo, ya que no se conoce el historial de vacunacién de este grupo poblacional
ni las infecciones por gripe sufridas durante su vida, no es posible saber si la presencia de estos
Acs es debida a fendmenos de tipo booster por vacunaciones previas con vacunas trivalentes
anteriores o infecciones anteriores al reclutamiento, o si por el contrario estos Acs derivan
directamente de la exposicion natural a las cepas A/HIN1 antiguas aqui mencionadas y los Acs

observados en este trabajo han perdurado en estos individuos desde hace mas de 60 afios.

Es probable que los individuos de este grupo poblacional se vacunen en cada campara
vacunal ya que pertenecen a un grupo de riesgo (182), por lo que el niUmero de exposiciones a
virus de la gripe ha sido seguramente muy elevado en la mayoria de estas personas. En un caso
0 en otro, es de nuevo evidente la importancia de las primo-infecciones con virus de la gripe, lo
que refuerza la hipotesis del Pecado Original Antigénico (187,249-251,253), y explica la
importancia de la presencia de Acs en los individuos como motor de la evolucion y de la deriva

antigénica de los virus de la gripe.

No se han encontrado trabajos cientificos que estudien la presencia de Acs pre-
vacunales en sueros humanos frente a la cepa A/Weiss/43, por lo que resulta imposible
realizar una valoracién comparativa sobre los resultados de esta tesis. Sin embargo, pese a tan
limitada informacion, en el caso de la cepa A/FM/1/47 el propio NIC de Valladolid posee un
articulo cientifico publicado en la década de 1970 que evalla la presencia de Acs en sueros de
individuos de diversos grupos etarios frente a varios virus de gripe del subtipo A/HIN1, como
A/FM/1/47 y AJUSSR/90/77 (266). Los datos de este trabajo, comparados con los de la

presente tesis, pueden ofrecer una idea de como disminuye el titulo de Acs desde que la
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poblacion deja de estar en contacto con un determinado virus de la gripe. En este trabajo del

afo 1978, Ortiz de Lejarazu y colaboradores observaron la presencia de Acs pre-vacunales
protectores en una serie de 157 individuos de edades comprendidas entre los 0 afios hasta
mas de 50 afios. Dichos autores mostraron que el mayor porcentaje de Acs protectores se
observo en los grupos etarios de 30-39 afios, 40-46 afios y mas de 50 afios, donde observaron
estos Acs en el 72,7%, 33,3% y 29,7% de los individuos respectivamente, lo que mostro que el
45% de los individuos mayores de 30 afios poseian Acs protectores frente a A/FM/1/47. Todos
los individuos de estos grupos etarios nacieron antes del afio 1948, y por tanto los resultados
de este trabajo pueden ser comparados con los de la presente tesis ya que todos los individuos
reclutados en el presente trabajo nacieron también antes del afio 1948. Al comparar el trabajo
de Ortiz de Lejarazu y colaboradores (266) con la presente tesis, se observo que el porcentaje
de individuos con titulos protectores de Acs frente a la cepa A/FM/1/47 paso de ser del 45% en
el afio 1978 (266) al 20% durante los afios 2006 al 2011 (datos del presente trabajo), lo que
supone un descenso del 25% en el porcentaje de individuos con titulos protectores de Acs en

un periodo de 30 afos.

El porcentaje de individuos con titulos protectores pre-vacunales frente a la cepa
A/Weiss/43 fue mayor en todas las cohortes en comparacion con la cepa A/FM/1/47. Se
observo que el porcentaje de Acs protectores aumento y disminuyé en cada cohorte de forma
similar frente a ambas cepas, observandose el porcentaje de individuos con titulos protectores
pre-vacunales mas bajos frente a ambos virus en la cohorte de la temporada 2008-09, que fue
la cohorte que mostr6é una media de edad significativamente mas elevada que el resto. En esta
tesis la presencia de Acs protectores fue mas elevada en individuos que nacieron en el entorno
de la década de 1940, y que pudieron ser primo-infectados por cepas muy similares a las
A/HIN1 antiguas utilizadas en el presente trabajo. Por otro lado, los individuos que nacieron
antes de esa década, como por ejemplo los de la cohorte 2008-09, mostraron un porcentaje
menor de estos Acs protectores, debido fundamentalmente a que fueron primo-infectados por
otras cepas de gripe A/HIN1 anteriores y su respuesta frente a cepas posteriores puede no ser
tan elevada. Esto también se corrobor6 en el trabajo de R. Ortiz de Lejarazu y colaboradores
frente a la cepa A/FM/1/47 (266), ya que el mayor porcentaje de individuos con Acs pre-
vacunales protectores se observé en las personas nacidas justo entre los afios 1940 y 1950.
Esto profundiza en la importancia de las primeras exposiciones a la gripe en un individuo, ya
que estas parecen estar patentes en la memoria inmunolégica durante toda la vida de una

persona.
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El hecho de que la presencia de Acs protectores haya sido mayor frente a la cepa

A/Weiss/43 en todas las cohortes analizadas puede ser debido a las condiciones en las que la
cepa A/FM/1/47 emergi6 en el afio 1947. La aparicion de este virus acontecié como una rapida
diseminacion en dicho afio de una nueva cepa del subtipo A/HIN1, que se postula que
emergio debido a un drift antigénico intrasubtipico mas intenso que el de afios anteriores (91).
Sin embargo, segin otras fuentes este virus aparecio por la re-emergencia de una cepa del
subtipo A/HIN1 que se habria desligado como un linaje antigénicamente distinto al principio
de la década de 1940 pero que no lleg6 a producir epidemias (92). En cualquiera de los dos
casos, segun algun trabajo cientifico en el campo de la serologia con sueros obtenidos en los
altimos afios de la década de 1940 se observé una gran ausencia de Acs protectores frente a la
cepa A/FM/1/47, lo que también pudo favorecer la rapida diseminacion de esta cepa (267). La
aparicion subita de una nueva cepa de este tipo pudo provocar un brote con el subsiguiente

aumento de casos graves (268).

Aunque existe diferencia antigénica entre las cepas A/Weiss/43 y A/FM/1/47 esta es
pequefia, ya que los datos filogenéticos aportados en esta tesis muestran diferencias menores
al 5% en la secuencia de la HA. Siguiendo la idea descrita anteriormente sobre la aparicion de
la cepa A/JFM/1/47 por Nakajima S. y colaboradores (92), en la que estos autores sugieren que
A/FM/1/47 surgi6 de cepas del subtipo A/HIN1 del principio de los afios 1940 debido a una
deriva genética mas acuciada de los mismos, esta distancia genética parece que fue suficiente
para que la cepa A/FM/1/47 pudiera provocar un evento epidémico que algunos autores
denominaron como la pseudo-pandemia de 1947 (78). Como se ha expuesto anteriormente, la
diferencia genética entre estas dos cepas es muy baja, sin embargo la dispersion de la cepa

A/FM/1/47 fue mucho més elevada que en una epidemia normal (78).

En referencia a la aparicion de esta nueva cepa A/FM/1/47, ED. Kilbourne y
colaboradores (91) sugirieron que “es posible (y también probable) que en la poblacién que
tenia experiencia previa con virus del subtipo A/H1N1, no importa cuan diferentes sean las
proteinas HA y NA entre unos virus y otros, en el afio 1947 existié un grado de inmunizacion
suficientemente elevado en la poblacién como para provocar que la epidemia generada por la
cepa A/FM/1/47 fuera moderada, pero insuficiente como para generar una buena respuesta
heterovariante de la poblacion hacia esa cepa tras la infeccién”. Este postulado se puede
traducir tal que la inmunidad de la poblacion en el afio 1947 frente a A/FM/1/47 fue suficiente
como para impedir que este virus produjera una pandemia, pero insuficiente como para que

circulara de una forma epidémica.
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Siguiendo el mencionado postulado (91), es probable que la pequefia distancia

genética entre los virus de principios de los afios 1940 y la cepa A/FM/1/47 haya impedido que
se genere una respuesta humoral con Acs lo suficientemente diferentes como para reconocer
especificamente a A/FM/1/47 en los individuos infectados durante la década de 1940. Esto
parece haber permitido la diseminacion pseudo-pandémica de esta cepa y que también exista
un porcentaje menor de individuos con titulos protectores de Acs en las temporadas

analizadas con respecto a cepas A/H1N1 anteriores como A/Weiss/43.

Las infecciones repetidas por variantes menores de un mismo subtipo de gripe
produce una disminucién de la respuesta humoral frente a nuevas cepas filogenéticamente
relacionadas (269). Esto parece explicar el menor porcentaje de individuos con titulos pre-
vacunales protectores frente a la cepa A/FM/1/47 en comparacion con la cepa A/Weiss/43.
Por otra parte, es probable que el fallo de inmunizacion que ocurrié por este mismo motivo
tras la vacunacion administrada en 1947 haya tenido también cierta representacion en este
menor porcentaje de Acs frente al subtipo A/FM/1/47 (91). Sin embargo, ya que la vacunacién
en la época de la Segunda Guerra Mundial se administr6 fundamentalmente a soldados o
personal del ejército (91), este evento no parece ser tan relevante en el menor porcentaje de

Acs pre-vacunales frente a A/FM/1/47.

En conclusion, entre dos y cuatro de cada diez individuos =65 afios poseen titulos de
Acs pre-vacunales protectores frente a cepas antiguas de gripe del subtipo A/HIN1. Esta
proporcion de individuos fue més elevada frente a A/Weiss/43 que frente a A/FM/1/47, en

relacion con la distancia genética entre ambas cepas de gripe

Respuesta heterotipica frente a virus de la gripe A/H1IN1 antiguos tras la

vacunacion trivalente anual de gripe en la poblacion 265 afios

Los datos de este trabajo muestran como la vacunacion frente a la gripe con vacuna
trivalente induce una seroconversion heterotipica leve pero significativa frente a cepas gripe
A/HIN1 antiguas, siendo la tasa de seroconversion global méas elevada frente a la cepa
A/Weiss/43 (16,1%) que frente a la cepa A/FM/1/47 (13,2%). El andlisis por cohortes mostrd
que la seroconversion frente a la cepa A/Weiss/43 fue significativa en las tres primeras
cohortes del estudio con porcentajes de seroconversion similares entre si (15-25%), mientras

que frente a la cepa A/FM/1/47 la seroconversion solo fue significativa en la cohorte de la
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temporada 2010-11, que fue la Unica cohorte vacunada frente al subtipo A/HIN1pdmO9 en

este estudio, observandose seroconversion en el 30% de los individuos.

La poblacion mayor de 65 afios de este estudio no fue vacunada con las cepas de gripe
A/HIN1 antiguas utilizadas en este estudio. Por tanto, la seroconversion heterotipica
observada debe ser fruto de un efecto tipo booster debido a la cepas vacunales de gripe
A/HIN1 anteriores a la aparicion del nuevo subtipo pandémico del afio 2009, las cuales estan
antigénicamente relacionadas con las cepas A/HIN1 antiguas. Pese a que la seroconversion
fue significativa en muchas de las cohortes analizadas, el porcentaje de individuos que
seroconvirtieron fue bajo o moderado en funcién de cada cepa, por lo que se puede decir que
la proteccion heterotipica inducida por cepas A/HIN1 méas actuales es limitada frente a las
cepas A/HIN1 mas antiguas. En el caso de la cepa A/Weiss/43 en total seroconvirtieron de
forma global 28 individuos de un total de 174, mientras que frente a la cepa A/FM/1/47
seroconvirtieron un total 23 individuos, habiéndose observado en este caso la mayoria de ellos

en la cohorte de la temporada 2010-11.

Por otra parte, es relevante y no se encuentra explicaciéon que en las cohortes
vacunadas frente al subtipo A/HIN1 la seroconversion heterotipica solo fue significativa frente
a la cepa A/Weiss/43, mientras que en la cohorte de la temporada 2010-11 que fue la primera
vacunada frente al subtipo A/H1IN1pdmQ9, la seroconversién solo fue significativa frente a la
cepa A/FM/1/47. El arbol filogenético del gen de la HA creado en este trabajo mostré que la
distancia genética entre las cepas del subtipo A/HIN1 circulantes en la década de 1940 es
menor al 6% entre ellas, y que ambas estan estrechamente emparentadas con las cepas
A/HIN1 circulantes durante la década de los afios 2000, ya que mostraron diferencias menores
al 12%. Sin embargo, la distancia genética de las cepas A/HIN1 de los afios 1940 con respecto
al subtipo A/H1IN1pdm09 es mas elevada ya que se sitla en torno al 22-25%, siendo del 23,7%
en el caso concreto de la cepa A/FM/1/47. Debido a esto no parece razonable que la
vacunacion con el subtipo pandémico en la cohorte del afio 2010-11 haya inducido una mayor
seroconversion heterotipica frente a la cepa A/FM/1/47, aun valorando como factor la deriva
antigénica sufrida por la cepa A/FM/1/47 con respecto al resto de cepas de los afios 1940
(270).

Algunos autores han sugerido mediante modelos murinos que los animales
previamente expuestos a cepas del subtipo A/HIN1 que circularon antes de 1950 fueron

capaces de generar Acs con la habilidad de neutralizar el subtipo A/HIN1pdmQ9 (271), lo que
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también podria ser otro de los factores relacionados con la menor incidencia del subtipo

pandémico en los individuos ancianos durante la pandemia del afio 2009 (210,212,213,271).
Sin embargo, este trabajo (271) no sugiere que este efecto pueda ser especifico para la cepa
A/FM/1/47. Por otro lado, en algunos trabajos cientificos se han observado respuestas
heterotipicas entre la cepa A/FM/1/47 y cepas del subtipo A/HIN1 que aparecieron
posteriormente, como la cepa A/USSR/90/1977 (272), por lo que estos autores se inclinan a
pensar que esta cepa puede ser una re-emergencia del virus de 1947. Existen sin embargo
otros trabajos cientificos en los que se utilizaron vacunas frente a la cepa A/USSR/90/77 que
no mostraron induccion de una respuesta de Acs frente a la cepa A/FM/1/47 (273). Debido a
esto, con los datos observados en este trabajo no se ha podido encontrar ningun
razonamiento capaz de ofrecer una explicacion plausible sobre la peculiaridad descrita, por lo

que se decidi6 que fuera objeto de estudio para futuras investigaciones.

Por otra parte, si la vacunacion frente al subtipo A/HIN1pdmO09 consiguié inducir una
seroconversion heterotipica frente a la cepa A/FM/1/4 en el 30% de la poblacion mayor de 65,
seria interesante comprobar si la infeccion natural por el subtipo pandémico A/HIN1pdmO09
produce una respuesta heter6loga mucho mayor frente a la cepa A/FM/1/47. Eso demostraria
que gente que tiene mucha edad y que ha sido infectada por la cepa A/FM/1/47 en la década
de 1940 y que ahora genera una respuesta elevada cuando se infecta frente al subtipo

A/H1N1pdmQ9, pueden evitar que vuelvan a re-emerger virus similares a los extintos A/HIN1.

En conclusidn, la vacunacién con vacuna trivalente anual en poblacién que ha estado
potencialmente expuesta a linajes A/HIN1 de la Gripe Espafiola de 1918, indujo una
seroconversion leve pero significativa frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas. Esta
respuesta heterotipica fue mayor frente a A/Weiss/43 en las cohortes vacunadas con el
subtipo A/H1N1 anterior a 2009, y mayor frente a A/FM/1/47 en la cohorte vacunada con el

virus pandémico del 2009, aspecto que requiere mayor trabajo de investigacion.

Eficacia de la respuesta homodloga y heterologa a la vacuna trivalente

anual frente a los virus de gripe Ay B estacionales

Los estudios de evaluacion de la eficacia de las vacunas que actualmente se realizan se
centran fundamentalmente en dos aspectos, la eficacia frente a virus de gripe Ay B

estacionales, como los anteriormente comentados, cuyo objetivo es valorar el funcionamiento
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de la vacuna trivalente estacional; y por otro lado la eficacia de las vacunas frente a subtipos

de gripe aviar, cuyo objetivo es la monitorizacion de la respuesta inmune en la poblacién como
preparacion frente a un evento pandémico (274,275). Sin embargo, como se ha comentado
anteriormente, el peligro de re-emergencia de subtipos de gripe ya extintos como el
anteriormente comentado A/HIN1 o incluso el A/H2N2, es real, y el descenso continuado de la
proteccion de la poblacion debido a la ausencia de circulacion de estos virus puede poner en
riesgo a la poblacion humana. En este sentido, ya se ha documentado anteriormente en esta
tesis que las pandemias por virus de la gripe A gue han acaecido durante el pasado siglo XX
han atacado a poblacion que en su mayoria no habian tenido contacto con estos subtipos de
gripe u otros similares. La aparicion de un nuevo virus capaz de generar una pandemia no es
debido solo la acumulacion de mutaciones que generen un subtipo diferente, sino también la
ausencia de Acs protectores en grandes grupos de poblacion expuesta frente a este nuevo
virus (76). La lectura que se puede sacar de esta idea es que la exposicidn recurrente por la
vacunacion puede permitir que la poblacion esté siempre preparada frente a la aparicion de un
nuevo subtipo, sobre todo si esta vacuna induce una respuesta heterotipica frente a muchos

subtipos y linajes de gripe Ay B, lo que seria el objetivo de la vacuna universal (126-128).

La realizacion de estudios de eficacia vacunal frente a subtipos de gripe ya extintos no
es muy comun. Sin embargo puede ofrecer una informacion extremadamente valiosa sobre la
capacidad de una vacuna en preparar a una poblacién frente a la aparicién de un determinado
virus de la gripe. El presente trabajo evalud la eficacia seroldgica de la vacuna frente a dos
subtipos de gripe A/HIN1 antiguos, que si bien estan extintos, la ausencia de Acs en la
poblacion podria no evitar la expansion de estos virus si ocurriera un evento como el

documentado en 1977 (96,97).

Como se ha comentado anteriormente en el epigrafe de la evaluacion de la eficacia
vacunal frente a los virus de la gripe A y B estacionales, pese a que el documento de la EMA
(159) indica que la valoracion de dicha la eficacia vacunal ha de realizarse atendiendo al
cumplimiento de uno solo de los criterios EMA, en el presente trabajo y en otros articulos
cientificos se ha comentado la necesidad de evaluar de forma conjunta los valores obtenidos
de los tres criterios para poder extraer una conclusion razonable acerca de la eficacia vacunal
(105). Siguiendo esta premisa, de forma global frente a la cepa A/Weiss/43 tras la vacunacion
con vacuna trivalente anual se cumplieron dos de los tres criterios EMA (tasa de
seroproteccion y razén de incremento), mientras que frente a la cepa A/FM/1/47 no se

cumplié ninguno de ellos.
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Pese a que frente a la cepa A/Weiss/43 la seroconversion heterotipica observada fue

baja, la razén de incremento supero el cut-off EMA, y la presencia de un titulo elevado de Acs
pre-vacunales permitié que frente a esta cepa se obtuviera una tasa de seroproteccion del
63,2% tras la vacunacion. Si bien la vacuna no parece inducir de forma global un gran efecto
protector en esta poblacion, si que se obtuvo una tasa de seroproteccion bastante elevada,
por lo que la memoria inmunoldgica de la poblacion mayor de 65 afios frente a esta cepa (Acs
pre-vacunales protectores) junto con la leve seroconversion producida por la vacuna trivalente
anual generaron una proteccion eficaz frente a A/Weiss/43. No es el caso de la cepa
A/FM/1/47 frente a la que parece que la vacuna trivalente anual no es seroldgicamente eficaz

de forma global en la poblacion.

Los datos de eficacia vacunal analizados en cada cohorte mostraron que frente a la
cepa A/Weiss/43 la tasa de seroconversion no fue superior en ninguno de los casos al 30%, por
lo que en ninguna cohorte se cumplieron los tres criterios EMA. Sin embargo, si se cumplié el
criterio de la razén de incremento en todas las cohortes y la tasa de seroproteccién en las
cohortes de las temporadas 2006-07 y 2009-10. Al igual que el andlisis global, la vacuna por si
sola no parece inducir una respuesta heterdloga suficientemente elevada como para
considerar que la vacuna trivalente anual ha sido eficaz frente a esta cepa. Sin embargo, si esta
respuesta se suma a la moderada presencia de Acs pre-vacunales existentes en dichas
cohortes, si se puede decir que la vacuna indujo una respuesta heteréloga eficaz al menos en
las temporadas 2006-07 y 2009-10. Es un dato muy relevante que en la cohorte de la
temporada 2006-07 la tasa de seroproteccion fue del 84,4% tras la administracion de la
vacuna, por lo que 8 de cada 10 personas de este grupo estan protegidas frente a la cepa

A/Weiss/43 mas de 60 afios después de su circulacion epidémica.

Frente a la cepa A/FM/1/47 la vacuna trivalente anual no fue eficaz en ninguna de las
tres primeras temporadas analizadas. La razon de incremento y la tasa de seroconversion, sin
embargo, si que fueron superiores al cut-off EMA en la cohorte que fue vacunada frente al
subtipo pandémico A/HIN1pdm09 (2010-11), aunque la tasa de seroproteccién no fue
superior al 44%. Pese a no cumplirse los tres criterios en esta cohorte, la vacuna trivalente
anual si que indujo una respuesta heterotipica eficaz aunque limitada en la temporada 2010-
11 frente a la cepa A/FM/1/47. La ausencia de Acs pre-vacunales protectores en gran parte de
los individuos de esta cohorte no permitié alcanzar un buen nivel de seroproteccion de grupo.
Estos datos complementan la anteriormente mencionada reaccion cruzada entre la cepa

A/FM/1/47 y el subtipo pandémico A/HIN1pdmQ9, ya que lo esperable tras la vacunacion
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hubiera sido una reaccion humoral heterotipica similar a la obtenida frente a la cepa

A/Weiss/43 debido a la cercania filogenética entre las dos cepas de la década de 1940. Ya que
estos son los resultados obtenidos en la primera cohorte de ancianos vacunados frente al
nuevo subtipo pandémico, seria muy interesante comprobar el efecto que provocan las
vacunaciones sucesivas en esta y otras poblaciones en la respuesta heterotipica frente a la

cepa A/FM/1/47, lo que sera objeto de préximos trabajos cientificos.

Con los datos de este trabajo se ha observado que la vacunacion por si misma no es
eficaz en ninguna de las cohortes analizadas frente a las cepas A/H1N1 antiguas analizadas. Sin
embargo estas vacunas si que provocan que la poblacion mayor de 65 afios obtenga niveles de
seroproteccion moderados, por lo que la vacunacidon con vacuna trivalente anual estaria
indicada para la proteccion frente a cepas de gripe A/HIN1 antiguas en la poblacion anciana
en el caso de la re-aparicién de alguna de ellas, o también como método para evitar que

reaparezcan.

En conclusién, la vacuna trivalente anual administrada a la poblacion mayor de 65 afios
no indujo una respuesta heterdloga eficaz frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas. Sin
embargo, en algunas de las temporadas estudiadas, la presencia de individuos con Acs previos
protectores frente a aquellas cepas permitié que tras la vacunacion se alcanzaran tasas de

seroproteccion por encima de los valores de corte de la EMA.

Anélisis de los Acs pre-vacunales y del efecto de la vacunacion frente a
cepas de gripe A/HIN1 antiguas en funcion de la edad y el sexo en la

poblacién 265 afios

Como se ha comentado anteriormente, la edad es un factor muy importante en la
inmunidad frente a los virus de la gripe. En este aspecto no solo tienen importancia los
fendmenos de inmunosenescencia de la poblacién anciana (134-136,183), sino también como
se ha visto en este capitulo, la memoria inmunoldgica frente a las cepas de gripe con las que se
ha tenido contacto en la vida de un individuo (264). En el andlisis de las diferencias en la
presencia de Acs pre-vacunalesy en la respuesta humoral heteréloga frente a cepas de gripe
A/HIN1 antiguas tras la vacunacién con vacuna trivalente anual, cobra especial importancia la
Doctrina del Pecado Original Antigénico (187,249-251,253), ya que en la poblacion estudiada

existen individuos que cuando fueron reclutados tenian entre 65 y mas de 90 afios. Los
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individuos méas mayores no solo han estado en contacto muchas mas veces frente a virus de la

gripe, sino que ademas fueron primo-infectados por cepas A/HIN1 muy diferentes a las de los
individuos mas cercanos a 65 afios. Como en el caso del estudio de los virus de la gripe Ay B
estacionales anteriormente analizados, se evaluaron las diferencias entre la media geométrica
del titulo de Acs pre-vacunales y también de la razon de incremento entre los titulos pre y

post-vacunales en los mismos grupos etarios establecidos anteriormente.

Las diferencias en la media geométrica de los titulos pre-vacunales fueron significativas
entre los individuos mayores de 85 afios y aquellos de menor edad frente a la cepa
A/Weiss/43, siendo esta media geométrica mucho mayor en los individuos mas jévenes. Estos
resultados indican, por una parte, que la senescencia del sistema inmune es mucho mas
acuciada en los individuos méas ancianos, provocando que el titulo de Acs pre-vacunales frente
a esta cepa caiga dramaticamente en los mayores de 85 afios. La inmunosenescencia ha sido
ya ampliamente comentada en este trabajo, y ademas se encuentra muy documentada
también en otros trabajos cientificos que demuestran una caida en el titulo de Acs a medida
que los individuos aumentan su edad (134-136,183). Por otra parte, este alto titulo de Acs pre-
vacunales en los individuos mas jovenes parece también estar influenciado por que la cepa
A/Weiss/43 fue una de las que primo-infecté a estos individuos, mientras que los mas ancianos
estuvieron primero en contacto con cepas mucho mas antiguas y cercanas filogenéticamente a

la Gripe Espafiola de 1918, retornando una vez mas al concepto de Pecado Original Antigénico.

Ocurre de forma similar frente a la cepa A/FM/1/47, frente a la que también se
observé una media geométrica de los titulos de Acs pre-vacunales significativamente mayor en
los individuos mas jovenes. A diferencia de la cepa A/Weiss/43, frente a A/FM/1/47 también
se observaron diferencias entre el grupo mas joven con respecto a los individuos de edades
comprendidas entre los 75 y 84 afios, siendo el titulo de Acs pre-vacunales més elevado entre
los individuos que tiene entre 65y 74 afios. Esto puede ser debido a que la cepa A/FM/1/47
aparecié cinco afios mas tarde que la cepa A/Weiss/43, y por tanto los individuos que se
primo-infectaron por esta cepa son ain mas jovenes que en el anterior caso. Por otra parte, el
drift antigénico de la cepa A/FM/1/47 fue mayor al esperado entre dos virus de epidemias casi
consecutivas (91,92), por lo que la distancia genética de A/FM/1/47 con las cepas del subtipo
A/HIN1 de la década de 1930 que primo-infectaron a los individuos de entre 75y 84 afios es
ligeramente mayor, como ya se ha demostrado mediante la construccion en este trabajo de un
arbol filogenético con el gen de la HA. Esto parece haber provocado que A/FM/1/47 se parezca

menos a las cepas que primo-infectaron a los individuos de entre 75 y 84 afos que la cepa
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A/Weiss/43 a estas. Al igual que en anteriores apartados, los datos de esta tesis parecen

corroborar que el entorno de los 85 afios supone una barrera en el sistema inmune del
individuo a partir de la cual la inmunosenescencia sufre un acuciado aumento, con la
consiguiente peor respuesta por parte de estos individuos. Esto indica que se deberia primar la
prevencion de los individuos mayores de 85 ya que parecen ser los mas vulnerables ante las

infecciones por los virus de la gripe.

Por su parte, la vacuna trivalente anual no parece haber inducido una respuesta
heterotipica diferente entre los diferentes grupos etarios del estudio frente a la cepa
A/Weiss/43, ya que la razon de incremento no fue significativamente diferente entre ninguno
de los grupos etarios analizados. Sin embargo, en el caso de la cepa A/FM/1/47 la raz6n de
incremento fue significativamente diferente entre todos los grupos de edad, siendo mas
elevada en el caso de los individuos mas jovenes. Detras de estas diferencias se encuentra el
mismo efecto que el descrito para A/FM/1/47 en las diferencias de la media geométrica de los
titulos de Acs pre-vacunales. Es resefiable que pese a que la inmunizacion heterotipica de la
vacuna trivalente anual frente a la cepa A/FM/1/47 fue bastante limitada en general (aunque
especialmente interesante cuando se vacund frente al subtipo pandémico), si que se
demuestren diferencias en funcion de la edad. Esto remarca la importancia de las primo-
infecciones en los individuos, ya que a la vista de estos resultados la primera exposicion a un
virus de la gripe parece determinar que la respuesta inmune sea significativamente mejor
frente a virus muy concretos, incluso aunque estén muy cercanos genéticamente con otros del

mismo subtipo.

El sexo, al igual que en el caso de los virus de gripe Ay B estacionales, no parece ser
relevante en la respuesta inmune frente a cepas A/HIN1 antiguas en los individuos mayores
de 65 afios, pese a la existencia de publicaciones cientificas que si demuestran diferencias en

este aspecto (255,256).

En conclusion, los individuos >85 afios poseen MGTs de Acs pre-vacunales menores
gue los mas jovenes, y muestran una peor respuesta heterotipica frente a virus de gripe
A/HIN1 antiguos tras la vacunacion anual, efecto muy evidente frente al virus A/FM/1/47. La
edad 285 afios es determinante en la presencia de Acs pre-vacunales y en la respuesta

humoral a la vacunacion de gripe anual.
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Estudio de la respuesta humoral heterotipica frente a cepas de gripe

A/H1N1 antiguas en funcion del tipo de vacuna administrada

Pese al limitado efecto inmunizante heterotipico que la vacuna trivalente anual
provoco frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas, los datos de este trabajo mostraron un
efecto significativamente mayor de las vacunas de tipo fraccionado con respecto a las
adyuvadas frente a la cepa A/FM/1/47, mientras que no se encontraron diferencias entre
ambos tipos de vacunas frente a la cepa A/Weiss/43. Dichas diferencias fueron encontradas

tanto en el anélisis de la seroconversién como en el caso de la razén de incremento.

Las vacunas de tipo adyuvado ya han sido comentadas en este trabajo como un buen
medio para la mejora de la respuesta inmune en individuos ancianos, debido
fundamentalmente al modo de presentacion de los antigenos hacia el sistema inmune
asociado a este tipo de vacunas (226,227,231,261). Sin embargo, este efecto no solo no parece
observarse en esta poblacién frente a la cepa A/FM/1/47, sino que se observo el efecto
contrario, no pudiéndose conocer el mecanismo por el cual las vacunas fraccionadas hicieron

maés efecto frente a esta cepa en esta poblacion.

Es también importante resefiar la ausencia de diferencias entre ambos tipos de
vacunas frente a la cepa A/Weiss/43, ya que junto con el subtipo A/HIN1pdmO09 y los dos
linajes de gripe B son ya cuatro virus diferentes frente a los que la vacuna adyuvada no genero
una mejor respuesta inmune con respecto a las antiguas vacunas fraccionadas. Debido a esto,
es imprescindible la exploracién de otros métodos que mejoren la inmunogenicidad de las
vacunas en la poblacion mayor de 65 afios, de la que cabe recordar es uno de los grupos de
mas riesgo ante la infeccion por virus de la gripe (182), como las anteriormente comentadas
vacunas de tipo “High Dose”, en cuya composicion se encuentra una mayor cantidad del
antigeno hemaglutinina para favorecer su reconocimiento por parte del sistema inmune del

individuo (153,154,276).
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ANALISIS FRENTE A SUBTIPOS DE VIRUS DE LA GRIPE AVIAR EN POBLACION MAYOR DE 65

ANOS

Los virus de la gripe de origen aviar suponen un continuo reto de la vigilancia de la
gripe por parte de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y de la OMS. Las
caracteristicas de estos virus pueden permitir que se dispersen de forma pandémica. Esto,
sumado a la elevada morbi-mortalidad asociada a las infecciones esporadicas por estos virus
en humanos, con tasas de mortalidad de entre el 60% para el subtipo A/H5N1 al 20% para el
subtipo A/H7N9 (277,278), supone un riesgo para la salud humana. Las aves son el reservorio
natural de los virus de la gripe (278), y estos animales poseen la particularidad de que su
sistema inmune no genera una respuesta adaptativa tan avanzada como la de mamiferos, lo
que provoca que un ave pueda ser infectada por varios virus de la gripe o por el mismo virus
varias veces al afio (279-284). Esta caracteristica permite que las aves puedan transmitir varias
veces un virus de la gripe en un determinado espacio de tiempo, extendiendo estos virus a
otras zonas donde exista nidificacién o escala de aves debido a los fenémenos migratorios
(285,286). Por otro lado, los virus de la gripe que tienen como hospedadores las aves sufren un
drift antigénico muy lento ya que el sistema inmune ejerce una presion selectiva muy débil

sobre los mismos, a diferencia del sistema inmune de los mamiferos (279-284).

Para los programas de control de estos virus, la OIE en colaboracion con la OMS realiza
controles preventivos en los que muchas veces millones de aves de corral son sacrificadas tras
la confirmacion de un brote de gripe aviar, y se realiza un seguimiento estrecho de los casos
que suceden en humanos (101). Existen desde el afio 2008 vacunas aprobadas por la FDA
frente a virus aviares que se administran a la poblacion en ensayos clinicos, que pueden ser
muy utiles en el caso de la dispersion global de un virus de tipo aviar (287). Sin embargo, ante
una pandemia de un virus de este tipo es importante conocer aspectos sobre la inmunidad en
los distintos grupos de individuos de zonas que nunca han tenido casos humanos, ya que esto
puede ofrecer una idea sobre la presencia de inmunidad cruzada o heteréloga y antecedentes

de vacunacién o enfermedad en la poblacion.

En el presente trabajo, se han seleccionado tres subtipos de virus de gripe aviar,
A/H5N1, A/H7N3 y A/HIN2. Estos tres subtipos han sido los protagonistas durante los altimos
20 afos de los mayores brotes de gripe aviar en humanos en el sureste asiatico, y por tanto

podria suceder que estuvieran implicados en alguna futura pandemia.

208



DISCUSION *

El andlisis de la presencia de Acs protectores previos a la vacunacion, asi como los

generados tras de la administracion de la vacuna trivalente anual, permitié conocer el estado
de inmunizacion de la poblacién mayor de 65 afios y la respuesta humoral heteréloga a la

vacuna en este grupo poblacional frente a los virus de la gripe aviar utilizados en este trabajo.

Estudio de los Acs pre-vacunales frente a virus de gripe aviar en la

poblacién 265 afios

Los datos aportados por este trabajo demostraron la existencia de Acs a titulos
protectores frente a virus de gripe aviar en un porcentaje minimo de individuos de la poblacién
mayor de 65, con valores entre el 0,6% frente a los subtipos A/H7N3y A/HON2y el 1,1% frente
al subtipo A/H5N1. A pesar de que el nimero de individuos con Acs a titulos protectores fue
muy bajo, si que se observaron Acs a titulos menores a 1/40 en un porcentaje mayor de
individuos, ya que frente al subtipo A/HIN2 se encontraron 39 individuos con Acs con titulos
entre 1/10 y 1/20, en 3 individuos frente al subtipo A/H5N1 y solo en un individuo frente al
subtipo A/H7N3. De acuerdo con estos datos, los individuos con titulos protectores no estan
en suficiente nimero como para generar una buena inmunidad de grupo frente a estos virus

de gripe aviar.

Al examinar de forma individualizada la presencia de Acs pre-vacunales frente a los
diferentes virus estudiados en esta tesis, no se encontraron individuos que poseyeran Acs
frente a todos los subtipos de virus de la gripe a excepcion de una persona. En caso de existir
este tipo de individuos se les podria denominar como grandes respondedores a los virus de la
gripe. Por otra parte tampoco se encontrd ningun individuo que no respondiera a todos los
virus de la gripe A y B analizados. De haber existido podrian haberse asociado a alguna
condicion demografica en concreto, como la edad o el sexo. El Unico individuo que presentd
Acs pre-vacunales frente a todos los virus A y B analizados en esta tesis fue un varon de 76
afos, el cual mostré titulos entre 1/20 y 1/80 frente a los tres virus aviares, titulos de 1/1280
frente a las cepas A/HIN1 antiguas y mas actuales y titulos mayores a 1/10 frente al resto de

virus de gripe Ay B estacionales analizados.

Los datos de esta tesis demuestran que pese a que los subtipos de gripe aviar
utilizados en el analisis nunca habian circulado en Espafia ni de forma epidémica ni en brotes,

la poblacion mayor de 65 afios posee titulos de Acs minimos frente a estos virus, estando mas
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presentes frente a los subtipos A/HON2 y A/H5N2, y de forma anecdoética frente al subtipo

A/HT7N3. A excepcion del individuo de varén de 76 afios anteriormente mencionado, ningdn

otro mostrd Acs pre-vacunales protectores frente a mas de un virus aviar.

El origen de estos Acs es incierto, aunque probablemente se deban a una respuesta
humoral heterotipica entre los virus aviares y los subtipos de gripe A que hayan infectado a la
poblacion estudiada o los presentes en las formulaciones vacunales de las vacunas que les
fueron administradas. El estudio del arbol filogenético del gen de la HA que se construy6 en
este trabajo muestra que la distancia genética de los subtipos de gripe A/H5N1 y A/HIN2,
pertenecientes al Clado 1 (25,288-291), con respecto a los virus del subtipo A/HIN1 es
elevada, observandose diferencias genéticas entre los virus A/HIN1 y A/H5N1 del 50% y entre
los subtipos A/HIN1 y A/HIN2 del 65% en la secuencia de la hemaglutinina. La diferencia
genética estudiada fue mayor frente al subtipo A/HIN2 a pesar de que frente a este virus se
encontré un namero mayor de individuos con Acs pre-vacunales. Por su parte, la distancia
genética entre el subtipo A/H7N3 y los virus del subtipo A/H3N2, pertenecientes al Clado 2
(288-292), es también elevada (65%) y muy similar a la existente entre el subtipo A/HIN2 y los
subtipos A/H1IN1. Sin embargo el nimero de individuos con Acs pre-vacunales fue mucho
menor frente a A/H7N3 que frente al subtipo A/HIN2, a pesar de que la distancia genética con
otros subtipos de gripe A circulantes es similar. Estos datos muestran que la distancia genética
parece estar relacionada con la distancia antigénica entre dos virus de gripe pero que se

necesita un enfoque multiple para realizar el estudio de las reacciones cruzadas.

En relacién con esto, en la respuesta humoral heterotipica antes mencionada puede
también estar involucrado el subtipo A/H2N2, frente al cual existe menor distancia genética
con el subtipo A/H5N1 (38%). El subtipo A/H2N2 aparecié en el afio 1957, haciendo
desaparecer al subtipo A/HIN1 que procede de las cepas A/HIN1 de 1918 (78). Por la media
de edad de la poblacién de este estudio, estos individuos pudieron estar en contacto con el
subtipo A/H2N2 durante los 10 afios que este estuvo circulando hasta su extincion en el afio
1968 (78). Si bien no es el virus que probablemente primo-infectd a dicha poblacion, su
infeccién puede haber sido también responsable, al menos en parte, de la presencia de Acs
pre-vacunales capaces de reconocer los virus aviares del Clado 1 que se han observado en este
trabajo. Esta menor distancia genética entre los subtipos A/H5N1 y A/H2N2 no se ha
observado entre A/HIN2 y A/H2N2, ya que entre estos dos subtipos se observé una diferencia
similar a la observada entre los subtipos A/HIN1 y A/HIN2 (65%). Pese a que el analisis de la

presencia de Acs pre-vacunales y post-vacunales frente al subtipo A/H2N2 en esta poblacién
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hubiera aportado una informacion muy valiosa, se desestimd el uso de este subtipo por

razones obvias.

La aparicion de brotes de gripe aviar tanto en el continente Europeo como en Espafia
en los afios anteriores al reclutamiento de los individuos =65 afios ha sido recurrente,
fundamentalmente en granjas avicolas o en fauna aviar salvaje (293-298). A pesar de esto, los
datos de este trabajo demuestran que ninguna de las tres cepas de gripe aviar analizadas ha
circulado de forma clinica o subclinica entre la poblacion mayor de 65 afios en Espafia. Este
hecho que si se ha documentado en otras localizaciones diferentes como el sureste asiatico,
donde estos virus causan brotes ocasionales que producen casos de transmision zoonotica en

personas que trabajan con el cuidado o cria de aves de corral (299-304).

Los articulos cientificos publicados sobre la existencia de Acs frente a virus de gripe
aviar en individuos no vacunados de paises asiaticos demuestran que estos virus circulan de
forma esporadica, sobre todo en trabajadores de granjas avicolas (300,302-305). Sin embargo,
no existen en la actualidad trabajos cientificos que hagan evaluaciones similares sobre la
presencia de Acs en poblacion Europea, por lo que este es uno de los primeros trabajos
cientificos que determinan la presencia de Acs frente a virus aviares en la poblacion que por su

edad ha tenido mas oportunidades de haber estado en contacto con ellos.

En resumen, el porcentaje de individuos 265 afios con Acs pre-vacunales protectores
frente a subtipos de gripe aviar A/H5N1, A/H7N3 y A/HIN2 es minimo. Por consiguiente la
poblacion anciana no esta protegida frente a estos subtipos de gripe aviar en razon a una

inmunidad heterdloga.

Respuesta heterotipica frente a virus de la gripe aviar tras la vacunacion

trivalente anual de gripe en la poblacion 265 afios

Es probable que la poblacion mayor de 65 afios analizada en este trabajo haya sido
vacunada frente a la gripe varias veces en su vida, y que también haya sufrido varias
infecciones naturales por los distintos virus de la gripe estacionales. Por esto, es importante
evaluar la posible proteccion que puede inducir la vacuna trivalente anual frente a subtipos de
gripe aviar por si pudiera generar una respuesta heterotipica. Cabe recordar que la vacuna

trivalente utilizada en las cohortes analizadas solo poseia virus de gripe Ay B estacionales.
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Los datos de este trabajo mostraron que globalmente tras la vacunacion trivalente

anual la seroconversion heterotipica fue significativa frente a los subtipos A/H5N1 y A/HIN2,
siendo superior frente a A/H5N1 (14,4%) que frente a A/HIN2 (10,9%), mientras que no se
observa seroconversion frente al subtipo A/H7N3. En el andlisis por cohortes la seroconversion
heterotipica solo fue significativa frente a A/H5N1 en dos de las cohortes analizadas. Una de
las cohortes fue vacunada frente al subtipo A/HIN1 (2006-07) mientras que otra frente al
subtipo A/HIN1pdmO09 (2010-11). Frente al subtipo A/H9N2 la Unica cohorte en la que la
seroconversion fue significativa fue la de la temporada 2006-07, vacunada frente al subtipo

A/HIN1.

Estos resultados parecen enfocar las relaciones filogenéticas entre los subtipos de
gripe aviar con los virus del grupo A/H1, ya que el subtipo A/H5N1 parece mostrar una
reaccion heterotipica tanto con el subtipo A/HIN1 como con el subtipo A/H1IN1pdm09,
mientras que el subtipo A/HON2 parece solo mostrar relacion con el subtipo A/HIN1. Aunque
no se encontraron diferencias significativas entre la seroconversion heterotipica producida por
las vacunas de las cohortes de las temporadas 2006-07 y 2010-11 frente al subtipo A/H5N1, el
porcentaje de individuos que seroconvirtieron fue mayor en la cohorte 2010-11 (27,9%) con
respecto a 2006-07 (17,8%), por lo que parece que la relacion del subtipo A/H5N1 es mas
cercana con el subtipo A/HIN1pdmO09 que con el A/HIN1. Esto concuerda con lo observado en
el arbol filogenético de la HA creado en este trabajo, ya que la diferencia genética entre el
subtipo A/H5N1 es ligeramente menor frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 (48%) que frente a las
cepas del subtipo A/H1IN1 utilizadas en las vacunas anuales desde la temporada 2006-07 hasta
la temporada 2009-10 (51%), lo que determina que las reacciones humorales heterotipicas

estan directamente influenciadas por la distancia genética entre dos subtipos de virus de la

gripe.

La vacuna trivalente anual indujo seroconversion heterotipica en los individuos
mayores de 65 afios en un porcentaje bajo aunque apreciable frente a los dos virus aviares
pertenecientes al Clado 1 (A/H5N1 y A/HIN2) (288-292,306). Esta respuesta heterotipica se
debe probablemente a que la estructura tridimensional de la proteina HA comparte epitopos
especificos entre varios subtipos de gripe A (120,121,123,124,307), por lo que los Acs
generados frente al subtipo A/HIN1 y A/HIN1pdmO09 son capaces de reconocer las
hemaglutininas de los subtipos A/H5N1 y A/HON2. De hecho, existen epitopos concretos que
incluso estan conservados en las HA de tipo HAL1, HA2, HAS y HA6 (121,123). En el caso del

subtipo A/H7N3, la vacunacion anual trivalente no produjo una respuesta heterétipica
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inducida por virus del mismo Clado, como el subtipo A/H3N2, ni del Clado 1 como los

anteriormente mencionados. Sin embargo si que existe algun trabajo cientifico que demuestra
la existencia de epitopos conservados entre virus del Clado 2 que provocan reacciones

inmunes cruzadas (119), aunque este hecho no ha sido demostrado en la presente tesis.

La inmunidad cruzada frente a subtipos de gripe aviar ya ha sido observada numerosas
veces entre virus con un mismo subtipo de hemaglutinina (por ejemplo, del subtipo A/H5N1
hacia el subtipo A/H5N3) (308,309), asi como entre distintos subtipos dentro del mismo Clado
(130,131). Sin embargo y hasta donde conocemos, los datos presentados en esta tesis parecen
ser el primer trabajo cientifico que demuestra aumento del titulo de Acs frente a virus aviares
mediante la vacunacion estacional anual en poblacion anciana espafiola. Atendiendo a la
proteccién de la poblacion, los resultados de este trabajo son muy interesantes puesto que,
segun algunos articulos cientificos Espafia es uno de los paises Europeos con mayor riesgo
relativo de diseminacién de virus de gripe aviar entre las aves de granja y salvajes, en concreto
del subtipo A/H5N1 (298). En este sentido, debido a la larga tradicién de cuidado de especies
avicolas de corral que existe en la poblacion anciana residente en zonas rurales de Espafia,
como las gallinas ponedoras, esta practica supone un riesgo de contacto directo con especies
transmisoras de virus de gripe aviar altamente patogénicas que puedan generar transmision

antropo-zoondtica.

Pese a que la respuesta heterotipica inducida por la vacuna es baja, los datos
observados en este trabajo suponen un punto de apoyo para la indicacion de que la
vacunacion en la poblacion mayor de 65 afios debe ser anual, teniendo en cuenta que son uno
de los grupos mas vulnerables de la poblacion. La respuesta humoral heteréloga frente a
distintos virus de la gripe, como la observada en esta tesis frente a varios de los virus de gripe
A analizados, apoya el trabajo en el disefio de vacunas universales que puedan proteger frente

alos 16 tipos de hemaglutinina y los 9 tipos de neuraminidasa (126-128,229,230).

No se ha observado la existencia de individuos que tras la vacunacion hayan generado
Acs frente a varios de los subtipos aviares analizados. Debido a esto, no se pudo comprobar la
existencia de caracteristicas demograficas que promuevan una mejor respuesta heterotipica

después de la vacunacion anual.
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En resumen, la vacuna de gripe anual indujo una leve pero significativa seroconversién

heterotipica frente a los subtipos de gripe aviar A/H5N1 y A/HIN2 del Clado 1 del gen de la
hemaglutinina, y ninguna frente al subtipo A/H7N3 del Clado 2.

Eficacia de la respuesta heteréloga a la vacuna trivalente anual frente a

los virus de gripe aviar

La evaluacion de la eficacia vacunal puede servir para conocer la capacidad de la
vacuna trivalente anual para inducir la creacion de Acs heterotipicos frente a determinados
subtipos de gripe en poblacién mayor de 65 afios, y mas concretamente frente a los subtipos
A/H5N1, A/H7N3 y A/HIN2. Cabe recordar que uno de los objetivos de valorar la eficacia de la
respuesta seroldgica tras la vacunacion frente a virus de gripe aviar es monitorizar la respuesta
humoral de la poblacién como preparacion frente a un evento pandémico (274,275). Por ello,
es muy interesante comprobar cuél es la eficacia serolégica de la vacuna trivalente anual en
inducir la produccion de Acs heterotipicos en una poblacion que se ha visto expuesta a muchas

infecciones naturales y vacunaciones anuales.

Al igual que en los anteriores epigrafes en los que se evaluaba la eficacia seroldgica de
la vacuna trivalente anual frente a virus de gripe A y B estacionales y cepas de gripe A/H1IN1
antiguas, la eficacia vacunal heterotipica se ha valorado utilizando los tres criterios EMA en
conjunto para una correcta interpretacion del efecto de la vacuna (105). De forma global tras
la vacunacién no se cumplieron los tres criterios EMA frente a ninguno de los virus aviares
utilizados. Unicamente se alcanzo el valor cut-off EMA de la razon de incremento frente a los
subtipos A/H5N1 (RIC=3,9) y A/HIN2 (RIC=3,1), debido fundamentalmente a la escasa
presencia de Acs pre-vacunales en los individuos anteriormente analizados. Para dichos virus,
tanto la tasa de seroprotecciébn como la tasa de seroconversién estan bastante lejos de
alcanzar el valor requerido para cumplir el criterio EMA de eficacia vacunal, por lo que la
vacuna trivalente anual no induce una respuesta heterologa eficaz de forma global a pesar de

producir un incremento significativo del titulo de Acs.

El analisis por cohortes mostré que frente al subtipo A/H5N1 se cumplié Unicamente la
razén de incremento en todas las temporadas analizadas. Pese a que la seroconversion
heterotipica no fue significativa en las cohortes de las temporadas 2008-09 y 2009-10, la razén

de incremento si alcanz6 el valor cut-off EMA, por lo que queda patente que la eficacia vacunal

214



DISCUSION *

no debe ser solo valorada atendiendo al cumplimiento de uno solo de los criterios EMA. En las

temporadas 2006-07 y 2010-11 no se cumplié ningun criterio mas aparte de la razén de
incremento. Sin embargo, la tasa de seroconversion de la cohorte de la temporada 2010-11 se
situ6 muy cerca del valor cut-off EMA, por lo que si bien en ninguna de las temporadas la
vacuna no indujo una respuesta heterotipica eficaz, si se puede afirmar que en la temporada
vacunada frente al subtipo A/HIN1pdmO09 la vacuna indujo una respuesta heterotipica muy

cerca de ser eficaz frente al subtipo A/H5N1.

En el caso del subtipo A/HIN2 solo se cumplio el criterio de la raz6n de incremento en
las cohortes de las temporadas 2006-07, 2008-09 y 2009-10, siendo mucho mas elevada en la
temporada 2006-07 (RIC=8,5) que en el resto de temporadas. Cabe recordar que la temporada
2006-07 es la Unica en la que la seroconversién heterotipica fue significativa. A pesar de este
valor, ninguno de los otros criterios EMA alcanzaron los valores requeridos para evidenciar que
la respuesta heterotipica inducida por la vacuna trivalente anual fuese seroldgicamente eficaz
frente al subtipo A/HIN2. A pesar de que la respuesta inducida por la vacunacion anual es
aceptable en términos de seroconversion heterotipica, la vacuna no fue eficaz en ninguna de
las cohortes analizadas frente al subtipo A/HIN2. Aungue la presencia de ciertas cepas de
gripe del subtipo A/H1IN1 parece haber inducido cierta respuesta cruzada frente a A/HIN2, la
distancia genética entre A/HIN1 y A/HON2 es demasiado grande, y no permite que la
vacunacion frente a subtipos de gripe estacionales promueva una respuesta heterotipica
aceptable. Frente al subtipo A/H7N3 no se cumplié ningn criterio EMA en ninguna de las
cohortes, por lo que la vacuna trivalente anual no produjo una respuesta heterotipica eficaz

frente a A/H7N3 en ninguno de los casos.

En resumen, la vacuna trivalente anual no generd ninguna respuesta heterotipica
eficaz frente los virus de gripe aviar, aunque siguiendo criterios EMA, la seroconversion fue
significativamente mayor frente al subtipo A/H5N1 cuando se vacund con el subtipo

A/H1IN1pdmO09, aspecto que es necesario revisar en un mayor numero de individuos.
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Analisis de los Acs pre-vacunales y del efecto de la vacunacion frente a

subtipos de gripe aviar en funcion de la edad y el sexo en la poblacion

265 afnos

El andlisis de la media geométrica del titulo de Acs pre-vacunales y de la razén de
incremento en funcion de la edad y del sexo no mostro diferencias significativas entre ninguno
de los grupos etarios frente a ninguno de los virus aviares analizados, ni tampoco en funcién
del sexo de los individuos. Este bajo titulo de Acs hemaglutinantes pre-vacunales frente a los
virus aviares mostrado por los individuos mayores de 65 afios de este estudio no permite
conocer si esta ausencia de diferencias es real o es fruto del bajo titulo de Acs. Existe una falta
de evidencia muy grande a este respecto en la literatura cientifica. Solo se ha encontrado un
trabajo cientifico en el que se demuestra la existencia de un mayor titulo de Acs pre-vacunales
frente a virus aviares en personas mayores de 65 afios en comparacion con los individuos
menores de esa edad (310), pero en ningun caso sostiene que a partir de 65 afios exista un

mayor o menor titulo de Acs cuanto mas anciano sea el individuo.

En otro orden de cosas, los datos de la razon de incremento que muestran la reaccion
heterotipica a la vacuna trivalente anual si pudieron ser valorados en el caso de los subtipos
A/H5N1 y A/H9N2. Como se ha comentado anteriormente, frente a estos subtipos no se
encontraron diferencias en la razén de incremento entre los diferentes grupos etarios, por lo
que la leve respuesta heterdloga tras la vacunacion anual no parece verse afectada por la
progresiva senescencia del sistema inmune (134-136,183). Aun asi, para obtener datos mas

concluyentes sobre este aspecto seria necesario reclutar un mayor namero de individuos.

Analisis de la respuesta humoral heterotipica frente a virus de gripe

aviar en funcion de la vacuna utilizada

Los datos del estudio no mostraron una respuesta heterotipica diferente en funcion
del tipo de vacuna utilizada (adyuvada o fraccionada) frente a ninguno de los virus aviares
analizados en la poblacién anciana. Es probable que, aungue la vacunacion mostré una
inmunizacion significativa en algunas de las cohortes analizadas frente a los subtipos A/H5N1 y
A/HIN2, esta respuesta no fue lo suficientemente elevada como para permitir observar
diferencias entre las vacunas adyuvadas y fraccionadas. Para el analisis méas detallado de estas
diferencias es necesaria la realizacién de este estudio con un niumero mayor de sujetos para

realizar contrastes estadisticos de mayor potencia.

216



DISCUSION *

ESTUDIO DE LOS ACS PREVIOS A LA VACUNACION Y DE LA RESPUESTA A LA VACUNA

MONOVALENTE FRENTE AL SUBTIPO A/HIN1PDMO9 EN EL GRUPO DE ENFERMOS

AUTOINMUNES

AMBITO POBLACIONAL DE ESTUDIO

Las enfermedades autoinmunes son uno de los sindromes clinicos que mas
frecuentemente pueden generar alteraciones en la inmunocompetencia de un individuo en
funcién de la recurrencia con la que sucedan los brotes (140). A este tipo de pacientes crénicos
se les suele asociar una mayor frecuencia de sufrir infecciones recurrentes, hecho que es
dependiente del tipo concreto de enfermedad autoinmune que sufran y del tipo de
tratamiento con corticoides e inmunosupresores asociado (311-313). Los inmunodeprimidos e
individuos con enfermedades autoinmunes son uno de los grupos poblacionales en los que la
OMS recomienda la administracion de la vacuna antigripal (137,182). Es por esto que es de
especial interés profundizar en aspectos concretos de los procesos de inmunizacion frente a
agentes etioldgicos tales como la gripe, como por ejemplo en la vacunacion frente a virus

pandémicos frente a los que los individuos no han estado en contacto.

El analisis de estos pacientes se realiz6 comparandolos con un grupo de controles
sanos. En estos dos grupos poblacionales se evalu6é la respuesta humoral homéloga y
heterdloga inducida por la vacuna monovalente frente al subtipo pandémico A/H1IN1pdmO09
(Pandemrix), ademas de valorar las diferencias en los Acs pre-vacunales con el fin de

comprobar si esta condicion clinica también supone un factor diferente antes de la vacunacion.

El nimero de individuos enfermos y controles sanos incluidos en este estudio fue
similar, lo que permitié realizar comparaciones estadisticas entre ambos grupos y ofrecio
robustez a los resultados obtenidos. La media de edad de los pacientes con enfermedades
autoinmunes (52,5 afos) fue significativamente superior a la edad de los controles sanos (39,8
afos). Sin embargo, la media de edad de ambos grupos sitla a ambos tipos de individuos
dentro del grupo etario de 15-64 afios, rango de edad que es usado cominmente dentro de los
estudios referidos a la gripe asumiéndolo como el grupo de jovenes-adultos y adultos, por lo

que se acepto que estos dos grupos eran comparables.
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La proporcion de mujeres fue mayor en ambos grupos con porcentajes muy similares

entre si (83% en enfermos autoinmunes y 71% en controles sanos). Las enfermedades
autoinmunes son mucho mas prevalentes en mujeres que en hombres (314-316), por lo que
se asumid que el muestreo tanto de los enfermos como de los controles sanos se realizé
correctamente, y que las conclusiones obtenidas no sufrieron un bias debido a las diferencias
de género. Las enfermedades autoinmunes incluidas en este estudio fueron muy variadas y el
numero total de cada una de ellas en el estudio fue relativamente baja, por lo que estas
enfermedades no pudieron ser segregadas por tipos para la realizacion de test estadisticos

complejos gue discriminaran entre enfermedades de distinto origen.

ANALISIS FRENTE A SUBTIPOS Y LINAJES DE GRIPE A Y B ESTACIONALES EN INDIVIDUOS CON

ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Estudio de los Acs pre-vacunales frente a virus A y B estacionales en

enfermos autoinmunes

El andlisis de la presencia de Acs pre-vacunales en enfermos autoinmunes y controles
sanos puede ofrecer mucha informacion acerca del nivel de inmunizacion que poseen ambos
colectivos frente a los virus de gripe A y B estacionales. Los datos de este estudio mostraron
que un porcentaje elevado de los individuos con enfermedades autoinmunes poseian Acs pre-
vacunales con titulos protectores (>1/40) frente a los linajes B/Victoria (48,9%) y B/Yamagata
(40,4%) sin observarse diferencias significativas entre ambos linajes. Frente al subtipo A/H3N2
(36,2%) el porcentaje de individuos fue menor aunque sin diferencias significativas con
respecto al linaje B/Yamagata. Para el subtipo A/HIN1 este porcentaje (19,1%) fue
significativamente mas bajo que en los virus B y el subtipo A/H3N2, mientras que frente al
subtipo A/H1IN1pdmO09 se observo el porcentaje de individuos con Acs protectores mas bajo

de todos los virus analizados (4,3%).

El porcentaje de individuos con titulos pre-vacunales protectores fue diferente en la
cohorte de controles sanos, ya que el virus frente al que se observd un porcentaje
significativamente mayor de individuos con Acs protectores fue el linaje B/Yamagata (71,1%),
mientras que el porcentaje de individuos con titulos protectores fue del 51,1% tanto para el
linaje B/Victoria como en el subtipo A/H3N2. Este porcentaje fue significativamente menor

frente al subtipo A/HIN1 (31,1%) que los observados para el linaje B/Victoria y el subtipo
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A/H3N2. En los controles sanos no se encontrd ningun individuo con titulos protectores frente

al subtipo A/HIN1pdmOQo9.

No se conoce el historial de vacunaciones de los enfermos autoinmunes ni de los
controles sanos, por lo que no se puede asegurar que la presencia de estos Acs pre-vacunales
sea fruto de infecciones naturales. Sin embargo, los controles sanos no pertenecen a ningun
grupo de riesgo y es improbable que hayan sido vacunados frente a la gripe alguna vez, por lo
que la presencia de esos Acs es probable que se deba a las infecciones naturales por los
subtipos de gripe analizados. Los datos de este estudio nos ofrecen una vision bastante realista
de las diferencias en la inmunidad pre-vacunal entre individuos sanos y enfermos

autoinmunes, ademas de la circulacion de los virus de la gripe en individuos jévenes-adultos.

A la vista de los resultados de este estudio, en el afio 2009 tanto en los enfermos
autoinmunes como en los controles sanos el porcentaje de individuos con titulos protectores
de Acs frente a los virus de gripe B fue en general mas elevado que el observado frente a los
virus de la gripe A, especialmente frente al subtipo A/HIN1 y el A/HIN1pdmQ9. Estos
resultados también mostraron que el porcentaje de individuos con titulos protectores pre-
vacunales fue significativamente mayor en el grupo de controles sanos que en autoinmunes
frente al subtipo A/H3N2 y el linaje B/Yamagata, mientras que frente al linaje B/Victoria,
A/HIN1 y A/HIN1pdmO9 no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.
Cabe resaltar que en los enfermos autoinmunes se observo la presencia aunque minima de
individuos con titulos protectores de Acs frente al nuevo subtipo A/HIN1pdmQ9, mientras que
no se encontré ninguno en los controles sanos. A pesar de esto, no se observaron diferencias

significativas entre ambos grupos frente al subtipo pandémico.

La presencia de este minimo nimero de individuos con Acs pre-vacunales protectores
frente al subtipo A/HIN1pmd09 puede deberse a algin tipo de respuesta heterotipica entre el
antiguo subtipo A/HIN1 y el nuevo subtipo pandémico por exposiciones anteriores de la
poblacion al subtipo A/HIN1. Sin embargo, la extraccion de los sueros pre-vacunales en ambos
grupos de poblacion se realiz6 durante la segunda onda pandémica de 2009 en plena
circulacion pandémica del virus A/HIN1pdmO09. Es posible que algunos de los individuos
enfermos autoinmunes con titulos protectores frente al subtipo pandémico haya estado
expuesto de forma natural al virus previamente a la vacunacion, por lo que dichos Acs pre-

vacunales pueden ser originarios de una infeccion natural durante la pandemia.
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Es interesante que las diferencias entre estos dos grupos en el porcentaje de

individuos con titulos pre-vacunales protectores solo se observen frente al subtipo A/H3N2 y al
linaje B/Yamagata. En este sentido cabe recordar que los individuos con enfermedades
autoinmunes son pacientes que sufren enfermedades crénicas que atacan principalmente al
sistema inmune del individuo, impidiendo que este desarrolle una correcta respuesta inmune
ante una agresion externa por un patégeno como la gripe (140,317). En la mayor parte de las
enfermedades de tipo autoinmune, como el lupus, la afectaciébn que impide este buen
funcionamiento del sistema inmune no se debe solo a un factor como la presentacién de
antigenos, maduracion de linfocitos o la liberacion de Acs por parte de las células plasmaticas,
sino que es un proceso multifactorial muy complejo (318,319). Esto indica que las
interacciones del sistema inmune de los individuos con enfermedades autoinmunes puede ser
completamente distinta frente a los distintos subtipos de virus de la gripe, por lo que los datos
sobre la presencia de Acs frente a los distintos virus de la gripe A y B estacionales dependen de

una interpretacién compleja y probablemente multifactorial.

Por otra parte, es légico que la presencia de individuos con Acs protectores frente a
ciertos virus de la gripe sea menor en los enfermos autoinmunes, puesto que gran parte de
estos individuos previamente a ser diagnosticados ya sufren cuadros de inmunodeficiencias,
por lo que su capacidad de reconocer a los antigenos y de generar una respuesta humoral
correcta estd naturalmente debilitada (139,317,320-322). Ademas, como se ha comentado
anteriormente, los pacientes con enfermedades autoinmunes estdn cominmente tratados con
corticoides y drogas inmunosupresoras para controlar los sintomas de su enfermedad (311-
313). Debido a esto, el propio tratamiento influye directamente en la capacidad de estos
individuos en el desarrollo de la respuesta humoral ante las infecciones naturales por virus de
la gripe o ante las vacunaciones. Esto se traduce en este trabajo en un menor titulo de Acs pre-
vacunales y en un menor porcentaje de individuos con titulos protectores frente a ciertos

subtipos y linajes de virus de la gripe.

La comparacion de la media geométrica de los titulos pre-vacunales entre los
enfermos autoinmunes, controles sanos y las diferentes cohortes de individuos mayores de 65
afios previamente analizadas también mostraron diferencias interesantes que merecen ser
comentadas. En primer lugar no se encontraron diferencias significativas en la MGTs pre-
vacunales frente al subtipo A/HIN1pdmOQ9 entre ninguna de las cohortes de ancianos,
enfermos autoinmunes y controles sanos, ni si quiera en las cohortes de ancianos reclutadas

durante la pandemia y en la temporada gripal posterior. Esto contrasta con los datos
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observados por algunos autores que demuestran la existencia de Acs pre-vacunales

protectores en mayor titulo en ancianos que en individuos jovenes en Reino Unido, Grecia,
Finlandia y Estados Unidos (210,212,323-325), y que sugieren que esta mayor presencia de
Acs frente al subtipo A/HIN1pdmO9 fue la responsable de la menor afectacién de los
individuos ancianos durante la pandemia de 2009. Sin embargo, existen otros trabajos
cientificos que no observan esta particularidad en paises como Suecia (326). Con los datos de
este trabajo parece que tanto la poblacion sana, enfermos autoinmunes como la poblacion
anciana se encontraban muy poco protegidos frente al nuevo subtipo A/HIN1pdmO09 antes de

su aparicion y durante la pandemia.

Por otro lado, si que se encontraron diferencias en la media geométrica de los titulos
pre-vacunales frente a los subtipos A/HIN1 y A/H3N2 entre los enfermos autoinmunes y las
cohortes de ancianos reclutadas en las temporadas 2006-07 y 2010-11, siendo esta media
geométrica mucho méas elevada en ambas cohortes de ancianos. Se observaron también
diferencias significativas en la media geométrica de los titulos pre-vacunales frente al linaje
B/Yamagata entre los controles sanos y todas las cohortes de ancianos y los enfermos
autoinmunes. Para los controles sanos la media geométrica de los titulos pre-vacunales fue
mucho mas elevada frente a B/Yamagata. Para el linaje B/Victoria la MGTs pre-vacunales fue
significativamente inferior en la cohorte de ancianos de la temporada 2009-10 con respecto a

los individuos sanos y la cohorte de ancianos de la temporada 2008-009.

De los datos aqui obtenidos se pueden extraer maltiples lecturas. En primer lugar, en
la poblacion anciana no parece haberse observado un mayor nivel de Acs pre-vacunales frente
al subtipo A/HIN1pdmO09 en comparacién con grupos mas jovenes. En segundo lugar, los
enfermos autoinmunes presentaron un peor titulo de Acs pre-vacunales frente a los subtipos
A/HIN1 y A/H3N2 en comparacion con los individuos mayores de 65 afios de algunas de las
cohortes analizadas. De esto se deduce que la inmunidad basal de los enfermos autoinmunes
es menor frente a estos dos subtipos de gripe A en comparacién algunos grupos de ancianos,
probablemente debido a las enfermedades inmunosupresoras que padecen. También es
relevante que frente a A/HIN1 y A/H3N2 no existan diferencias entre jovenes sanos y
ancianos, pese a la senescencia del sistema inmune de los 265 afos. En tercer lugar, la
presencia de un mayor titulo de Acs pre-vacunales en individuos sanos frente al linaje
B/Yamagata en comparacion con el resto de cohortes de ancianos y enfermos autoinmunes,
puede ser debido a que muchos de los individuos sanos fueron primo-infectados por el linaje

B/Yamagata que circul6 de forma mayoritaria durante la década de 1990 (248). Por un lado, la
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primo-infeccion de este linaje en los individuos sanos puede haber generado un mayor titulo

de Acs en comparacion con los ancianos, y por otra parte, la inmunosupresion de los enfermos
autoinmunes parece que no ha permitido que este grupo alcance titulos similares a los

individuos sanos pese a tener una edad similar.

En resumen, el porcentaje de individuos con Acs protectores fue mas elevado en
controles que en enfermos autoinmunes frente a A/H3N2 y linaje B/Yamagata, pero no para
los restantes virus. La inmunocompetencia puede tener un papel importante en la presencia

de Acs pre-vacunales protectores frente a algunos virus de la gripe.

Estudio de la respuesta inmune homologa y heteréloga frente a virus de
la gripe A y B estacionales tras la vacunacion monovalente frente al

subtipo A/H1IN1pmd09 en enfermos autoinmunes

Los datos de este trabajo muestran que la vacunacion con vacuna monovalente
Pandemrix frente al subtipo pandémico A/HIN1pdmO09 indujo una seroconversién homdloga
significativa frente al subtipo A/HIN1pdmQ9, tanto en la cohorte de enfermos autoinmunes
como en los controles sanos. Sin embargo, la seroconversion heteréloga no fue significativa
frente a ninguno de los otros virus de gripe A y B analizados en ninguno de los dos grupos. La
respuesta humoral homadloga frente al subtipo A/HIN1pdmOQ9 tras la vacunacion monovalente
no fue significativamente diferente entre los enfermos autoinmunes y los controles sanos. A
pesar de esto, la tasa de seroconversion fue mas elevada en los controles sanos, llegando
hasta el 82,2%, mientras que en los enfermos autoinmunes solo se observo seroconversion en
el 66,0% de los individuos. Esto también se observo en la razén de incremento, que fue mas

elevada en los controles sanos (RIC=10,1) que en los enfermos autoinmunes (RIC=6,8).

Los datos de este trabajo muestran que la vacunacion con vacuna monovalente
Pandemrix frente al subtipo A/HIN1pdm09 no indujo ninguna respuesta humoral heterotipica
frente a los subtipos A/HIN1, A/H3N2, linaje B/Yamagata y B/Victoria ni en enfermos
autoinmunes ni en individuos sanos. Esta ausencia de respuesta heterotipica es interesante,
sobre todo frente al subtipo A/HIN1. Como se ha comprobado en este trabajo en la poblacion
mayor de 65 afios, la vacunacién con los subtipos A/HIN1pdmO09 y A/HIN1 indujeron
respuestas humorales heter6logas en los individuos ancianos. Sin embargo, esta respuesta

humoral heter6loga claramente no se observa en los individuos con enfermedades
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autoinmunes y en los sanos. Esto puede ser debido a que la media de edad de los enfermos

autoinmunes (52,5 afios) y controles sanos (39,8 afios) es mucho menor que la de los ancianos
analizados en este trabajo (75,9 afios). Cabe recordar que todos los individuos ancianos
analizados nacieron antes del afio 1950, por lo que tuvieron altas probabilidades de ser primo-
infectados por cepas A/HIN1 variantes menores de la Gripe Espafiola de 1918. Este aspecto ya
ha sido comentado en este trabajo, y es muy importante para las reacciones humorales
heterotipicas entre subtipos de gripe diferentes pero relacionados filogenética y

antigénicamente.

Tanto los individuos con enfermedades autoinmunes como los individuos sanos en su
mayoria nacieron posteriormente a 1960, por lo que probablemente han sido primo-
infectados fundamentalmente por el subtipo A/H2N2 o el subtipo A/H3N2. Sin embargo,
aunque ambos grupos también han tenido la oportunidad de estar en contacto con cepas del
subtipo A/HIN1 procedentes del virus A/USSR/90/77 emergente en el afio 1977
(93,94,96,266), estas cepas poseen una menor relacién filogenética con el subtipo
A/HIN1pdmO09 que las cepas mas cercanas a las de 1918. Esto puede explicar la ausencia de

respuesta heterotipica frente al subtipo A/HIN1 en enfermos autoinmunes e individuos sanos.

Como también ha sido razonado anteriormente en este trabajo, el virus A/H3N2 es el
que ha circulado mayoritariamente desde su aparicion en 1968 (194,202), por lo que tanto los
enfermos autoinmunes como los sanos han estado mas expuestos al subtipo A/H3N2 que al
subtipo A/HIN1 re-emergente en 1977. Por otra parte, también ha sido razonado en este
trabajo la ausencia de reacciones heterotipicas entre virus de distinto Clado, como es en este
caso entre el subtipo A/HIN1pdm09 y A/H3N2 (Clado 1 y Clado 2 respectivamente), lo que
también explica la ausencia de respuesta heterotipica frente a A/H3N2. Los resultados de este
trabajo apuntan a que los primeros contactos con virus de la gripe en un individuo determinan
las interacciones con el resto de virus de la gripe con los que esté en contacto durante toda su
vida, lo que se ha mencionado en este trabajo como Doctrina del Pecado Original Antigénico
(187,249-251,253).

En otro orden de cosas, aunque los datos de este estudio no demostraron la existencia
de diferencias significativas entre enfermos autoinmunes y controles sanos en la
seroconversion homéloga ni en la razon de incremento tras la vacunacién con vacuna
monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09, si que se observé una mayor seroconversion y

razén de incremento en los individuos sanos (tasa de seroconversién=82,2%; RIC=10,1) que en
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los enfermos autoinmunes (tasa de seroconversion=66,0%; RIC=6,8). Como se ha comentado

anteriormente, los enfermos autoinmunes son individuos inmunodeprimidos debido a su
enfermedad y al tratamiento asociado a esta (311-313), por lo que la respuesta de su sistema
inmune a las infecciones o a las vacunaciones se ve disminuida en muchos casos (140,317). Es
sorprendente que no se hayan encontrado diferencias significativas tras la vacunacion con
vacuna monovalente entre ambos tipos de individuos. Sin embargo, aungue la vacuna indujo
una respuesta humoral homoéloga muy fuerte en ambos grupos frente al subtipo pandémico,
las diferencias en esta respuesta entre ambos tipos de individuos si han de ser tenidas en
cuenta, ya que la inmunidad de grupo generada es diferente entre ambos grupos y por lo que

parece tras la vacunacion queda mas protegido el grupo de controles sanos.

En resumen, la vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09 indujo
porcentajes de seroconversion mayores en los controles que en enfermos autoinmunes,
aunque la diferencia no fue significativa. No se observd respuesta heterotipica entre los
subtipos A/HIN1pdmO09 y A/H1IN1, a diferencia de lo ocurrido en 265 afios con vacuna

estacional.

Eficacia de la respuesta homologa y heterdloga frente a virus de la gripe
A y B estacionales tras la vacunacion monovalente frente al subtipo

A/H1IN1pdm09 en enfermos autoinmunes

Para el estudio de la eficacia vacunal en los enfermos autoinmunes y controles sanos
se utilizaron los criterios EMA especificos para individuos menores de 60 afios (159). Pese a
que en el grupo de enfermos autoinmunes habia individuos que superaban los 60 afos, su
numero era muy reducido, por lo que se decidié que los criterios EMA establecidos para los
individuos menores de 60 afios eran los mas adecuados para la evaluacién de la eficacia
vacunal en estas dos cohortes de poblacion. En este sentido cabe apuntar que los criterios
EMA para evaluar la eficacia vacunal en los menores de 60 afios son mas restrictivos que los de
>60 afios, ya que exigen una tasa de seroproteccion >70% (TS en 260 afios=60%), una tasa de
seroconversion del 240% (TSC en =60 afios=30%), y una razon de incremento de 2,5 (RIC en

260 afios=2,0) (159).

Los resultados de este estudio mostraron que tras la vacunacién con el subtipo

A/H1IN1pdmO9 en los enfermos autoinmunes se cumplieron dos de los criterios EMA frente al
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subtipo pandémico (tasa de seroconversion=66,0%; razén de incremento=6,8), mientras que

no se cumplié ninguno frente al resto de subtipos de gripe A y B analizados. La tasa de
seroproteccion obtuvo un valor del 68,1%, muy cercano al valor cut-off EMA sefialado para
individuos menores de 60 afios. En el caso de los controles sanos, tras la vacunacion con el
subtipo pandémico se cumplieron los tres criterios EMA frente al subtipo A/HIN1pdm09. No
se cumpli6 ningun criterio frente a ninguno de los otros virus de gripe Ay B analizados salvo la
tasa de seroproteccion frente al linaje B/Yamagata (71,1%). Sin embargo, se debe recordar que
este valor de la tasa de seroproteccion es el mismo al obtenido cuando se evalu6 el porcentaje
de individuos con titulos pre-vacunales protectores, por lo que en este caso la vacuna no ha

mostrado ninguna actividad.

La vacuna monovalente frente al subtipo A/H1IN1pdmO09 indujo una respuesta humoral
homodloga eficaz frente al subtipo pandémico tanto en enfermos autoinmunes como en
individuos sanos, mientras que no generd ninguna respuesta heteréloga eficaz frente al resto
de subtipos de gripe Ay B. Tras la vacunacion monovalente con el subtipo A/HIN1pdmOQ9 se
obtuvo una inmunizacién mas elevada en los individuos sanos (tasa de seroproteccién=82,2%)
que en los enfermos (tasa de seroproteccion=68,1%). La inmunidad de grupo frente al subtipo
A/HIN1pdmO09 es muy elevada para ambos grupos de poblacion tras la vacunacién, aunque la
proteccion inducida por la vacuna monovalente es bastante méas elevada en sanos que en
enfermos. Por ello, la vacunacion sistematica de la poblacién con vacuna monovalente frente
al subtipo pandémico generaria una inmunidad de grupo que dificultaria la circulacion del virus
A/HIN1pdmO09 en los colectivos de riesgo. Los datos de este trabajo muestran que la extension
de la vacunacién hacia una indicacion universal, como ya se realiza en otros paises como EE.UU

y Canada (156,327), es la mejor forma de prevencion de la transmisién de la gripe.

A la vista de los resultados de este trabajo, la eficacia de las vacunas de gripe
administradas a los individuos con enfermedades autoinmunes puede ser evaluada siguiendo
los criterios EMA para individuos 260 afios. Aunque muchos de los individuos autoinmunes
sean menores a esta edad, su inmunodepresion condiciona que la respuesta a la vacuna pueda

ser asimilable a como sucede la de los individuos mayores de 65 afios.

En conclusion, la vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO9 es eficaz frente
a este subtipo pandémico tanto en individuos con enfermedades autoinmunes como en
controles sanos, no generando ninguna respuesta heteréloga eficaz frente a ningln otro

subtipo de gripe Ay B estacionales.

225



* DISCUSION

Analisis de los Acs pre-vacunales y del efecto de la vacunacion frente a

virus de la gripe A y B estacionales en funcion de la edad y el sexo en

enfermos autoinmunes

Al igual que en los individuos sanos, en los individuos con patologias cronicas, incluidos
los enfermos autoinmunes, la edad puede ser un condicionante que influya negativamente en
la incapacidad del sistema inmune para eliminar la infeccién por virus de la gripe (134-
136,183). La edad puede ser también un condicionante que impida que la vacunacion induzca
una respuesta eficaz, y de ahi el énfasis que tiene la vacunacion de gripe en mayores de 65
afos con enfermedades crénicas. Las enfermedades autoinmunes son mucho mas prevalentes
en mujeres que en hombres (314-316) como se ha observado en los resultados de este
trabajo, por lo que puede ser esperable algun tipo de diferencia entre ambos sexos en la

actividad de la vacuna.

El analisis de los resultados de este trabajo en el grupo de enfermos autoinmunes se
realizd segregando esta poblacién en dos grupos etarios siguiendo los grupos clasicos
utilizados para los estudios en el campo de la gripe, uno de individuos entre 18 y 64 afios y
otro de individuos mayores de 65 afios. Los datos del estudio no mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos etarios en la media geométrica de los titulos pre-vacunales
frente a ninguno de los virus de gripe A y B estacionales en los enfermos autoinmunes. Sin
embargo si que se observé un valor significativamente més elevado de la razén de incremento
en el grupo maés joven frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 tras la administracion de la vacuna
monovalente. Esto indica que la inmunosenescencia del individuo afecta de forma significativa
a los enfermos autoinmunes, sumandose a la inmunosupresion de base que ya sufre este tipo
de personas. Debido a esto, estamos hablando de un colectivo que por una parte posee una
inmunodeficiencia que reduce su capacidad de lucha frente a las infecciones (139,317,320-
322), al que se le administran farmacos para aliviar los sintomas de su enfermedad y que
provocan una inmunosupresion mayor (311-313), y que ademas sufren procesos de
inmunosenescencia a medida que va aumentando la edad del individuo (134-136,183). Esto
significa que los individuos con enfermedades autoinmunes son uno de los grupos que mayor

riesgo tienen de sufrir complicaciones derivadas de las infecciones por virus de la gripe

Los datos aportados por este trabajo demuestran la eficacia de la vacunacion antigripal
monovalente frente al subtipo pandémico en inmunocomprometidos, aspecto que ha de ser

tenido en cuenta cuando se fijan las prioridades de vacunacion en los distintos colectivos de
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riesgo. Por su parte, no se encontraron diferencias significativas entre ambos sexos en la

media geométrica de los titulos pre-vacunales ni en la razén de incremento en el caso de los

enfermos autoinmunes.

No se han encontrado diferencias significativas en los Acs pre-vacunales y en la raz6n
de incremento que estén relacionadas con la edad en el grupo de controles sanos, ya que la
edad de estos estuvo comprendida entre los 18 y los 59 afios. Este rango de edad pertenece a
lo que en los estudios de gripe se denomina como jévenes-adultos, y la ausencia de individuos
mayores de 65 afos ha impedido poder segregar dos grupos etarios diferentes como si se
realiz6 en el grupo de enfermos autoinmunes. Los datos obtenidos en este estudio no
mostraron diferencias ni en la media geométrica de los titulos pre-vacunales ni en la razén de
incremento en funcion del sexo en el grupo de individuos sanos, del mismo modo a lo
observado en los enfermos autoinmunes. Pese a que existen articulos cientificos que sugieren
la existencia de diferencias en el funcionamiento del sistema inmune de hombres y mujeres
(255-257), este aspecto no queda documentado frente a la gripe ni en enfermaos ni en sanos

en este trabajo.

En conclusion, a pesar de la mayor prevalencia de las enfermedades autoinmunes en
mujeres, el sexo de los enfermos autoinmunes no predispone a una peor respuesta a la
vacunacion antigripal. La edad en los enfermos autoinmunes es un factor adicional de peor

respuesta frente a la vacunacion de gripe.
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Los individuos >65 afios poseen Acs pre-vacunales frente a gripe con titulos

protectores (21/40) en una gran proporcion. Este porcentaje es mayor frente al
subtipo A/H3N2, seguido de los virus de gripe By el subtipo A/HIN1. Dicho porcentaje

guarda relacion directa con el tiempo mayor de circulacion de A/H3N2 y los virus B.

Solo un 3% de los individuos =65 afios mostrd titulos protectores de Acs frente al
subtipo A/HIN1pdm09 en temporadas previas a la aparicion de este virus. Esto
contrasta con lo observado en la temporada 2010-2011, en la que esos Acs
cuadriplicaron los porcentajes previos, factor a tener en cuenta para explicar la

desaparicion del subtipo A/HIN1 antiguo.

La seroconversion tras la vacunacion de los 265 afios fue mayor frente a los virus de la
gripe A que frente a los virus B. Esta respuesta fue mayor frente al subtipo A/H3N2 en
todas las temporadas a excepcion de la primera temporada post-pandémica, que fue
mayor frente al subtipo A/HIN1pdm09. La vacunacion indujo una leve seroconversion
heterdloga entre los subtipos A/HIN1 y A/HIN1pdmQ9 y viceversa, y también entre
los linajes B/Victoria y B/Yamagata, que se corresponde con la distancia genética entre

linajes By subtipos de gripe A.

Aplicando los criterios EMA para 260 afios, todas las vacunaciones frente a la gripe en
los 265 afios fueron seroldgicamente mas eficaces frente a los subtipos de gripe A que
frente a los subtipos de gripe B. La mayor eficacia vacunal se observo frente al subtipo
A/H3N2, solo superada por el nuevo subtipo A/HIN1pdmO09. La inmunizacion frente al
linaje B/Victoria no cumplio los criterios EMA en dos de las temporadas sin mismatch

frente a este linaje.

Las MGTs de Acs pre-vacunales frente al subtipo A/HIN1pdmQ9 y al linaje B/Victoria
fueron mayores en los 285 afios, en consonancia con su afio de nacimiento y la
circulacion del subtipo A/HIN1 de la Gripe Espafiola. La raz6n de incremento frente al
linaje B/Yamagata fue mayor en los individuos <85 afios, por lo que esta edad fija un
punto de inflexion importante en la edad de respuesta a la vacunacion trivalente

antigripal.
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Las vacunas adyuvadas generan en la poblacién 265 afios una respuesta humoral
significativamente mayor frente a los subtipos A/HIN1 y A/H3N2 en comparacion con
las fraccionadas. Sin embargo, no existen diferencias entre ambos tipos de vacuna

frente al subtipo A/HIN1pdmO09Yy los linajes B/Yamagata y B/Victoria.

Entre dos y cuatro de cada diez individuos =65 afios poseen titulos de Acs pre-
vacunales protectores frente a cepas antiguas de gripe del subtipo A/HIN1. Esta
proporcion de individuos fue mas elevada frente a A/Weiss/43 que frente a

A/FM/1/47, en relacion con la distancia genética entre ambas cepas de gripe.

La vacunacion con vacuna trivalente anual en poblacion que ha estado potencialmente
expuesta a linajes A/HIN1 de la Gripe Espafiola de 1918, indujo una seroconversion
leve pero significativa frente a las cepas de gripe A/HLIN1 antiguas. Esta respuesta
heterotipica fue mayor frente a A/Weiss/43 en las cohortes vacunadas con el subtipo
A/HIN1 anterior a 2009, y mayor frente a A/FM/1/47 en la cohorte vacunada con el

virus pandémico del 2009, aspecto que requiere mayor trabajo de investigacion.

La vacuna trivalente anual administrada a la poblacion mayor de 65 afios no indujo una
respuesta heterologa eficaz frente a las cepas de gripe A/HIN1 antiguas. Sin embargo,
en algunas de las temporadas estudiadas, la presencia de individuos con Acs previos
protectores frente a aquellas cepas permitio que tras la vacunacion se alcanzaran tasas

de seroproteccién por encima de los valores de corte de la EMA.

Los individuos >85 afios poseen MGTs de Acs pre-vacunales menores que los mas
jovenes, y muestran una peor respuesta heterotipica frente a virus de gripe A/HIN1
antiguos tras la vacunacion anual, efecto muy evidente frente al virus A/FM/1/47. La
edad >85 afios es determinante en la presencia de Acs pre-vacunales y en la respuesta

humoral a la vacunacion de gripe anual.

El porcentaje de individuos =65 afios con Acs pre-vacunales protectores frente a
subtipos de gripe aviar A/H5N1, A/H7N3 y A/HIN2 es minimo. Por consiguiente la
poblacion anciana no esta protegida frente a estos subtipos de gripe aviar en razén a

una inmunidad heterdloga.
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La vacuna de gripe anual indujo una leve pero significativa seroconversion heterotipica

frente a los subtipos de gripe aviar A/H5N1 y A/HON2 del Clado 1 del gen de la
hemaglutinina, y ninguna frente al subtipo A/H7N3 del Clado 2. Tampoco generd
ninguna respuesta heterotipica eficaz frente los virus de gripe aviar, aunque siguiendo
criterios EMA, la seroconversion fue significativamente mayor frente al subtipo
A/H5N1 cuando se vacun6 con el subtipo A/HIN1pdmO09, aspecto que es necesario

revisar en un mayor nimero de individuos.

El porcentaje de individuos con Acs protectores fue mas elevado en controles que en
enfermos autoinmunes frente a A/H3N2 vy linaje B/Yamagata, pero no para los
restantes virus. La inmunocompetencia puede tener un papel importante en la

presencia de Acs pre-vacunales protectores frente a algunos virus de la gripe.

La vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09 indujo porcentajes de
seroconversion mayores en los controles que en enfermos autoinmunes, aunque la
diferencia no fue significativa. No se observé respuesta heterotipica entre los subtipos
A/HIN1pdmO09 y A/HIN1, a diferencia de lo ocurrido en 265 afios con vacuna
estacional. La vacuna monovalente frente al subtipo A/HIN1pdmO09 es eficaz frente a
este subtipo pandémico tanto en individuos con enfermedades autoinmunes como en
controles sanos, no generando ninguna respuesta heteroéloga eficaz frente a ningun

otro subtipo de gripe Ay B estacionales.

A pesar de la mayor prevalencia de las enfermedades autoinmunes en mujeres, el sexo
de los enfermos autoinmunes no predispone a una peor respuesta a la vacunacion
antigripal. La edad en los enfermos autoinmunes es un factor adicional de peor

respuesta frente a la vacunacion de gripe.
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ANEXO 1 A% Junta de

WE) Castilla y Leon

Consejeria de Sanidad
Direccion General de Salud Publica

Consentimiento informado para la extraccion de una muestra de suero
prevacunal y otra postvacunal con destino al Programa de Vigilancia Integrada de
la Gripe

La Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn realiza anualmente el seguimiento y control de la
gripe en nuestra Comunidad Auténoma. Entre los estudios que implica este seguimiento se encuentra la
determinacion del efecto de la vacunacién antigripal en la poblacién, cuyos resultados son de
extraordinaria importancia para mejorar la eficacia de las campafias de vacunacion de cada temporada.

Para ello, se seleccionan voluntarios entre aquellas personas que van a ser vacunadas, en las que se
extrae una muestra de suero inmediatamente antes de vacunarse y otra entre cuatro y seis semanas
después de la vacunacion con el fin de medir el efecto alcanzado.

Los analisis de sangre, que requerirdn su participacion voluntaria y que sera realizado por personal
sanitario en el Centro de Salud, Consultorio Local o el Centro de Residencia, no conllevan ningun tipo de
riesgo ni incomodidad para Ud., salvo la toma de la muestra (dolor durante el procedimiento de
extraccion, pequefia pérdida de sangre y posible aparicion de hematoma en el lugar de la puncién).

Se adoptaran las medidas oportunas para garantizar la intimidad y confidencialidad de todos los datos
personales que se obtengan para la realizacion de este estudio, sometiéndose al régimen de proteccion
establecido en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de datos de caracter personal
y demas normas reglamentarias que la desarrollan. Una vez realizados los analisis en el Centro de Gripe
de Valladolid, la muestra sobrante sera eliminada.

Usted podra solicitar y obtener gratuitamente informacion sobre sus datos de caracter personal
sometidos a tratamiento, mediante peticién o solicitud dirigida a la Direccién General de Salud Publica de
la Consejeria de Sanidad, formulada por cualquier medio que garantice su identificacion y el fichero a
consultar. Del mismo modo podra solicitar la rectificacion o cancelacion de datos cuando estos fueran
inexactos, incompletos, inadecuados o excesivos.

............................................ A.ndenn..de 2013

D/DMA: ..ttt declaro que he recibido y comprendido la
informacion que me ha sido facilitada sobre el examen clinico que se me va a realizar y los objetivos del
mismo, que conozco la posibilidad de revocar en cualquier momento mi consentimiento y que he recibido
copia de este documento.

Estando de acuerdo con todo lo que se me ha informado y con lo expuesto en este documento,
CONSIENTO en la realizacion del examen y el estudio a realizar.

Firma del seleccionado

Legislacion aplicable: Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, BOE
n° 298 de 14-12-1999; Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de
derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica, BOE n° 274 de 15-11-2002; Ley 8/2003,
de 8 de abril, sobre derechos y deberes de las personas en relacién con la salud, BOCYL n° 71 de 14-04-2003; Orden
SBS/1325/2003, de 3 de septiembre, por la que se publican las Guias de informacion al usuario, BOCYL n° 205 de 22-
10-2003.
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Anexo 2

Consentimiento informado para la extraccion de muestras sanguineas en
enfermos autoinmunes y controles sanos

‘@

Hospital Universitari T R—
MutuaTerrassa

©

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA TRAS LA ADMINISTRACION DE
ANTICUERPOS FRENTE AL VIRUS INFLUENZA N1H1

Yo , doy mi consentimiento

para participar en este estudio destinado a valorar la respuesta a la vacuna frente al
virus Influenza N1H1. Acepto que se me efectie una analitica de sangre previa a la
administracion de la vacuna y otra tras varias semanas. Sé que puedo renunciar a la

participacion en el estudio en cualquier momento.

Firmado:
/7
/"7-
Participante en el estudio Dra. M. ROdrigueZ Carballeira

Responsable de este estudio

Termrassa, 23 de noviembre de 2009
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