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Abreviaturas

Acs Anticuerpos

Acs anti-HA Anticuerpos inhibidores de hemaglutinina

Acs anti-NA Anticuerpos inhibidores de neuraminidasa

CDC Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades

CPMP Comité de especialidades farmacéuticas

DE Desviacion estandar

ELLA Ensayo enzimatico ligado a lectina (Enzyme-Linked Lectin Assay)

EMA Agencia Europea del Medicamento

GISRS Global Influenza Surveillance and Response System

HA Hemaglutinina

HAI Anticuerpos inhibidores de hemaglutinina

IgA Inmunoglobulinas de tipo IgA

IgG  Inmunoglobulinas de tipo I1gG

LAIV Vacunas con virus vivos atenuados de la gripe

LAL Liquido alantoideo

LAM Liquido amnidtico

MGT Media geométrica de los titulos de anticuerpos
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NA Neuraminidasa

NAI Anticuerpos inhibidores de neuraminidasa

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

NGIV Nueva generacién de vacunas (Next Generation Influenza Vaccines)

NIC Centro Nacional de Gripe (National Influenza Centre)

OMS Organizacién Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

PBS  Buffer salino fosfato

PNT Protocolo Normalizado de Trabajo

PVIG Programa de Vigilancia de la Gripe

RCSCyL Red Centinela Sanitaria de Castillay Ledn

RIC Razdn de incremento de la media geométrica de los titulos de anticuerpos

RIH Reaccién de inhibicién de hemaglutinacién

TIV  Vacunas inactivadas trivalentes

TPV Tasa de seroproteccién conferida por la vacuna

TS o TSP Tasa de seroproteccidon

TSC Tasa de seroconversion

X2  Chi-cuadrado de Pearson
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Introduccion

Caracteristicas de los virus de la gripe

Los virus gripales se incluyen en la familia Orthomixoviridae, que en la actualidad
agrupa cinco géneros (1). Estos cinco géneros comprenden: Influenzavirus A,
Influenzavirus B, Influenzavirus C, Isavirus y Thogotovirus. Son virus con ARN
monocatenario, de tamano medio y provistos de una envoltura que adopta una forma
esférica o filamentosa. Sdélo los tres primeros géneros anteriormente citados son
causantes de la gripe. El cuarto género estd integrado por los Isavirus, de interés
veterinario. El quinto género, de descripcién mds reciente, se ha denominado “virus

Togoto”, con un interés reducido en el ambito clinico.

Los virus de la gripe de los tipos B y C (Influenzavirus B e y C) tienen como reservorio
exclusivamente el ser humano, habiéndose registrado casos esporadicos por
transmisién del hombre a ciertos animales como las focas, perros y cerdos (2—4). Sin
embargo, los virus de la gripe A circulan entre un amplio rango de hospedadores
salvajes, la mayoria de ellos aves y algunos mamiferos, ademas del hombre (5). Los
virus gripales de tipo Ay B constituyen los géneros mas importantes. El virus gripal de
tipo C constituye un género de escaso interés en patologia humana y difiere en

determinadas caracteristicas estructurales y bioldgicas de los dos géneros anteriores.

Principales caracteristicas de los virus gripales Ay B

Los virus presentan un diametro entre los 20 y los 80 nandmetros con una forma
esférica o a veces filamentosa (6). Su material genético es ARN monocatenario de
polaridad negativa. El genoma de los virus gripales no estd formado por un Unico
fragmento de acido nucleico, sino que en el interior de este virién existen ocho
segmentos génicos diferenciados que codifican diez proteinas distintas (7). Entre ellas
se encuentran: la nucleoproteina viral (NP), las dos glucoproteinas de superficie
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), tres polimerasas virales RNA dependientes

(PB1, PB2 y PA), las proteinas de matriz (M1 y M2) y dos proteinas virales denominadas
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no estructurales (NS1y NS2) aunque la NS2 se encuentra representada con pocas
moléculas en la particula virica. En la figura 1 se muestra la estructura modelo de un

virus de la gripe.
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Figura 1. Estructura de un virus de la gripe A. Fuente: Ortiz de Lejarazu R. et al.

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2015; 33(7):480-490 (8).

En el interior del viridn se encuentra la nucleocapside formada por los ocho
fragmentos de ARN monocatenario, la NP y el complejo ARN-polimerasa (9). En el
exterior de la nucleocdpside y por debajo de la membrana de envoltura se sitta la
proteina matriz M1 que confiere estabilidad a la particula virica. Los distintos tipos de
virus de la gripe tienen porteinas matriz y NP antigénicamente diferentes (10). La
nomenclatura de las cepas de virus de la gripe tiene en cuenta el tipo (A, By C),
seguido del lugar de aislamiento, nimero de referencia del laboratorio, afio, y en el
caso de virus del tipo A, el tipo de HA y NA que posee (ej: A/California/07/2009
(HIN1pdm), en este caso se afiade la acotacion “pdm” para diferenciarla de los
subtipos clasicos anteriores a éste). La envoltura de virus de la gripe A presenta
proyecciones superficiales de glucoproteinas HA y NA. La HA se presenta como un
homotrimero compuesto de tres mondmeros idénticos (11,12) en forma de espicula,
con una cabeza globular que constituye la regiéon HA1 y un tallo (regién HA2) (Figura

2). Por otra parte, la NA viral se trata de una prolongacion que adopta una forma mds
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achatada o con “forma de seta” compuesta por una proteina tetramérica formada por
un conjunto de 4 mondmeros idénticos (13—16) (Figura 3). Tanto en la HA como en la

NA, los epitopos antigénicos estan situados en la parte mas externa de la proteina.
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Figura 2. Esquema de la estructura tridimensional de los dominios membrana y
transmembrana de la proteina hemaglutinina (HA). Extraido y modificado de: Ortiz de

Lejarazu R. et al. Los virus de la gripe. Pandemias, epidemias y vacunas. 2019 (17).
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Figura 3. Esquema de la estructura tridimensional de los dominios membrana y
transmembrana de la proteina neuraminidasa. Extraido y modificado de: Ortiz de

Lejarazu R. Vacunas de la gripe y vacunacion gripal. Perspectivas actuales. 2006 (18).
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La HA es el principal antigeno de los virus de la gripe, constituyendo en torno al 25%
de las proteinas viricas (19) y ocupando una situacion de inmunodominancia en la
particula virica, por lo que este componente es uno de los mayores responsables de la
respuesta del sistema inmune (20). La funcidn principal de la HA virica es la fijacion del
virién a los receptoresde acido sialico de las glucoproteinas de membrana de las
células epiteliales del tracto respiratorio. Esto permite el inicio de la infeccidn gripal de
las células huésped (5,11,12). Ademas, la HA promueve la fusién de la envuelta del
virion con el endosoma de la célula para permitir el internamiento de los componentes

viricos en el citoplasma.

La NA es una proteina homotetramérica que representa el 5% de todas las proteinas
del virus (19). La NA es uno de los antigenos principales superficiales del virus de la
gripe, aunque su dominancia es algo menor que la de la HA al estar en menor nimero
y relativamente enmascarada por la HA. La funcidn principal de la NA es la liberacién
del virion de la superficie de las células infectadas. Esto sucede mediante la escision de
los terminales de acido sialico una vez que se ha formado la progenie de viriones en el
interior de la célula huésped (16). No obstante, ademas de la accidn sialidasa de la NA,
esta glucoproteina es relevante en diferentes etapas de la infeccién. En primer lugar,
esta proteina es esencial para que el virus pueda llegar a las células del tracto
respiratorio, ya que separa los acidos sidlicos de las mucinas de las vias respiratorias
para facilitar la entrada del virus gripal a la célula huésped (21,22). En segundo lugar,
participa en la fusién de las membranas viricas y celulares (23). En tercer lugar, facilita
la salida de los nuevos viriones impidiendo su agregacion (23). Ademas, hay datos que
sugieren que la NA amplifica la actividad hemaglutinante de la HA mediante la
separacion de los residuos de dcido neuraminico terminal de los oligosacaridos que
rodean el sitio de unién de los receptores de la HA (24). En definitiva, mediante la
accién conjunta de las dos glucoproteinas de superficie, la HA y la NA, el virus de la

gripe puede completar su ciclo infeccioso.
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Variacion antigénica del virus de la gripe A

La variacidn antigénica del virus de la gripe A ocurre por dos mecanismos que se
describen a continuacidn, la variacién antigénica menor o deriva antigénica, y la

variacion antigénica mayor o salto antigénico.

Una particularidad de los virus de la gripe A es que presentan una gran variabilidad
debida fundamentalmente a que las ARN-polimerasas virales tienen poca fidelidad
transcriptora y su tasa de introduccion de errores al replicar el genoma virico es
elevada (9,10). Ademas, las ARN-polimerasas de los virus de la gripe no tienen
actividad 3"-exonucleasa, por lo que no pueden corregir los errores introducidos (9,10).
La acumulacién puntual de mutaciones en sus genes puede tener traducciéon
antigénica en ocasiones y la seleccidn de variantes con mas fitness replicativa en
individuos previamente inmunizados hace que se produzca una deriva antigénica con
el tiempo y de lugar a las variaciones menores del virus. Esta deriva antigénica
(antigenic drift) sucede sobre todo en las glucoproteinas de superficie HA y NA (25,26),
dando lugar a la aparicién de una nueva cepa muy similar a la anterior, pero con
caracteristicas diferenciales para las cuales la poblacién susceptible no posee
anticuerpos (Acs) especificos. Estas variaciones menores son las responsables de las

epidemias estacionales (27).

Por otra parte, la segmentacién del material genético de los virus de la gripe permite
la aparicion de variantes antigénicas mayores (antigenic shift) que suceden por
fenédmenos de reordenamiento genético en un mismo huésped infectado por virus
diferentes. En las variaciones mayores, los cambios antigénicos son consecuencia del
reordenamiento de genes de distintos virus de la gripe, especialmente el de la HA, que
infectan un Unico hospedador dando lugar a un subtipo de virus de gripe nuevo frente
al cual la poblacion no posee inmunidad protectora en una proporcion significativa que
no produzca inmunidad de grupo (25,28). Las pandemias gripales ocurren como
consecuencia de una variacién mayor, con la aparicién en un nuevo subtipo de virus

gripal A (29,30).

Los virus de la gripe B experimentan deriva antigénica que da lugar a variantes

menores e incluso linajes distintos, pero no tienen potencial pandémico ya que el ser
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humano es el Unico hospedador y no existe introduccion de genes de virus de gripe B

procedentes de otras especies distintas al hombre.

Entre los virus de la gripe A se han descrito hasta 18 subtipos de HA con diferencias
antigénicas y genéticas, denominados desde la H1 a la H18, y al menos 11 NA distintas
(N1 aN11), tal y como se representa en la Figura 4 (31). Las HA se pueden agrupar
filogenéticamente en dos grupos (1 y 2) en relacién con la composicién del tallo. El
grupo 1incluye a la H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 y H16. Las hemaglutininas
H17 y H18, recientemente descubiertas en virus de gripe que infectan a murciélagos,

pertenecen también al grupo 1. El grupo 2 de la HA incluye las restantes.

Por otro parte, las NA conocidas también pueden ser agrupadas en dos grupos (1y
2). El grupo 1 incluye la N1, N4, N5 y N8. El grupo 2 incluye la N2, N3, N6, N7 y N9. Las
neuraminidasas N10 y N11 fueron también recientemente descubiertas en virus de
murciélagos y no pertenecen a ninguno de los dos grupos, sino que filogenéticamente
forman un grupo separado del resto. Se ha propuesto recientemente que se
clasifiquen estas dos ultimas dentro un nuevo grupo denominado “Influenza A-like

group 3” (18).

(A) Group 2 (8) >
Ha H14 N11

Influenza A-like group 3

TRENDS in Microbiology

Figura 4. Arboles filogenéticos de los genes hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA)
de todos los subtipos conocidos del virus de la gripe A. Fuente: Wu Y. et al. Trends

Microbiol. 2014, 22(4):183-91 (31).
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Evolucidn historica de los virus de la gripe A

Los virus de la gripe A causan epidemias anuales y pandemias mundiales con
periodicidad desconocida. Las pandemias son causadas por la aparicidon de un virus de
gripe del tipo A con una configuracion de genes nueva, frente al cual la especie
humana no posee inmunidad protectora. Los responsables de la aparicion de estos
nuevos virus son, por un lado, el salto de barrera de especie que permite la
transmisidn de virus de gripe entre diferentes especies animales fundamentalmente
aves y cerdos, ademas del hombre, y por otro lado, el reordenamiento de sus genes

dando lugar a una nueva progenie viral.

Desde el descubrimiento de los virus de la gripe A en 1933 (32), sélo cuatro subtipos
(HIN1, H2N2, H3N2 y HIN1pdmO09) han tenido una circulacién sostenida y continua en
la poblacién humana, durante periodos largos de tiempo, ocasionando pandemias que
coincidian con su emergencia en 1918, 1957, 1968 y 2009 respectivamente (Figura 5).
Tras su aparicién como pandemia, a continuacidn estos virus pasan a formar parte de
las gripes estacionales. Las pandemias tienen caracteristicas comunes: aparicion de un
nuevo virus gripal del tipo A (en lo que corresponde a los antigenos HA, NA o ambos)
gue sustituye generalmente al subtipo anterior; existencia de una poblacion mundial
sin inmunidad protectora suficiente; y capacidad de transmisién interhumana

sostenida y continua.
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Figura 5. Subtipos pandémicos de virus de gripe A en el siglo XX y genes introducidos
en cada nuevo virus desde cepas aviares. Fuente: Neumann G. et al. Nature 2009,

459(7249):931-9 (33).

La "Gripe Espanola" de 1918 fue causada muy probablemente por el salto de barrera
de especie de un virus de la gripe aviar a los seres humanos con un periodo de
adaptacion. En 1957, la introduccidn de genes H2 de la HA, N2 de la NAy PB1
procedentes de virus aviares en los virus HIN1 que ya infectaban a la poblacion
humana, dio lugar al subtipo A (H2N2) responsable de la pandemia de "Gripe Asiatica".
Del mismo modo, la introduccién de los genes H3 de la HA y PB1 de virus aviares en
virus H2N2 que infectaban a la poblacion humana en 1968 dio lugar al subtipo H3N2
de la pandemia de"Gripe Hong Kong". En 1977 reaparecieron virus del entonces
desaparecido subtipo clasico A(HIN1) que guardaban una elevada relacién antigénica
y genética con las cepas A(HIN1) que habian estado circulando entre 1947 y 1950
(Figura 6).
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Source: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) 2009
Reproduced and adapted (2009) with permission of Dr Masato Tashiro, Director, Center for Influenza Virus Research, National Institute of
Infectious Diseases (NIID), Japan.

Figura 6. Orden cronolégico de aparicion de los eventos pandémicos de gripe A
durante los siglos XIX, XX y XXI con los respectivos subtipos gripales emergentes en

cada una. Fuente: ECDC 2009.

Evolucion histodrica de los virus de la gripe A (H1IN1)

Los virus de la gripe A del subtipo HIN1 han circulado en humanos durante tres
periodos diferentes en los ultimos cien afios y con gran impacto epidemiolégico (34). El
primer periodo fue entre 1918 y 1957 como consecuencia de las variantes menores de
la Gripe Espafiola, el segundo desde 1977 (A/URSS/90/77) hasta el afio 2009 como
consecuencia de la re-emergencia de un subtipo A (HIN1) muy similar
antigénicamente a la cepa A/FM/1/1947. En el afio 2009 se extinguid el subtipo
A(H1N1) cldsico y emergid el nuevo subtipo pandémico o de gripe porcina
A(HIN1)pdmOQ9, que circula actualmente en el ser humano (Figura 7). El subtipo
A(H1N1) cldsico es uno de los mas relevantes para el ser humano ya que ha circulado
de forma global en la poblacién humana durante 71 afios si sumamos los dos periodos
de su circulacion (emergencia como Gripe Espafiola y reemergencia en 1977). El
siguiente subtipo en duracién de circulacién es el subtipo A (H3N2) con 51 afos

consecutivos infectando al ser humano. (35,36).
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*A/Taiwan/1/1986
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2009 HIN1pdm Emergencia del subtipo A (HIN1) pdm09

Figura 7. Evolucién histérica del subtipo A(HIN1), epidemias y pandemias. Modificado

de: Huang S.S. et al. Sci Rep. 2013, 3:1698 (34).

Gripe Espanola de 1918:

A principios del siglo XX, el mundo se vio afectado por una pandemia de gripe que se

produjo en tres oleadas, distribuidas entre febrero de 1918 y junio de 1919. La enorme

propagacion y la gravedad de sus casos caracterizaron a la enfermedad, que fue

etiquetada con el nombre de "Gripe Espaiiola". El origen de este nombre esta en la

ausencia de censura mediatica en Espafa, un pais no contendiente en la Primera

Guerra Mundial, lo que llevé a la libre circulacion de noticias sobre la pandemia que

dio origen a la misma (35). La pandemia puso de manifiesto la ineficacia de los
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recursos médicos de la época, a pesar del auge de las nuevas especialidades surgidas

en la era bacterioldgica.

Se calcula que afecté a un tercio de la poblacion humana (500 millones de personas)
de aquella época. Fue tan letal que algunos autores cifran sus victimas entre 50 y 100
millones; no sin razén se considera que ningln otro acontecimiento, infeccién, guerra
o hambruna ha matado a tantos seres humanos en un periodo de tiempo tan reducido

(36).

Periodo entre 1918 y 1957:

Tras la pandemia causada por el subtipo A (HIN1) de 1918, este subtipo se
estacionalizd y produjo epidemias estacionales anuales entre los afios 1920 y 1957
(37,38), aiio de su desaparicion, sustituido por la emergencia del subtipo H2N2 de Ia

Gripe Asiatica y posteriormente por la circulacién del subtipo H3N2 en 1968.

Dentro de las epidemias estacionales del subtipo A (HIN1) en este periodo, cabe
destacar algunas variantes menores del subtipo que presentaron algunos de los
cambios antigénicos mas relevantes. Dentro de estas variantes, destacan los virus
A/Weiss/1943 y A/JFM/1/1947 (39). En 1947 se produjo un cambio antigénico
significativo en el virus A (HIN1) que cred una cepa distinta de los virus anteriores de
1943. La cepa A/FM/1/1947 llegd a provocar una epidemia inusualmente intensa que
algunos autores denominaron como la pseudo-pandemia de 1947 (40). Se denomind
inicialmente asi debido a que la difusién humana del virus fue muy elevada aunque
con una mortalidad muy baja (41). El origen de este virus parece ser la evolucion
paralela de un linaje filogenético de cepas del subtipo A(H1N1) circulantes en los afios
anteriores, que no habria sido dominante en las eidemias estacionales hasta su

emergencia en 1947 (42).

En 1957 el subtipo A (H1IN1) desaparecid y fue sustituido por el subtipo A (H2N2)
tras la pandemia asiatica (43). Durante 20 afios (desde 1957 a 1977) no circuld el

subtipo HIN1 hasta su reaparicion en el afio 1977 (43).
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Periodo a partir de 1977:

En 1977, el subtipo A (H1N1) reaparecid después de 20 afios de ausencia siendo los
sujetos mas vulnerables a la enfermedad los nifios y jévenes, mientras que los adultos
y mayores de 65 afios lo fueron menos, ya que estaban protegidos parcialmente por
previas exposiciones al subtipo A(HIN1) antes de 1957 (40). El andlisis de secuencias
de cepas A(H1IN1) mostraron que habia una gran similitud genética entre la HA de la
cepa que aparecid en 1977 (cepa A/USSR/90/77) y la HA de las cepas A/FM/1/1947 y
cepas posteriores como A/Fort Warren/50 (44). Por este motivo, se considerd que esta
cepa debia proceder directamente de las gripes observadas en la década de 1950. Sin
embargo, hasta el momento no se ha encontrado la explicacién por la que un virus ha
permanecido genéticamente invariable durante mds de dos décadas. Una de las
hipdtesis mas aceptadas es que esta cepa procedid de un espécimen congelado, que
probablemente se propago por un accidente de laboratorio (45). El subtipo A(HIN1)
finalmente se reintegrd en la circulacidon epidémica, provocando epidemias
estacionales junto con el subtipo A (H3N2) hasta su desaparicion en el afio 2009 con la

emergencia del nuevo subtipo A(HIN1)pdmQ9 (33,46).

Emergencia del nuevo subtipo A(H1N1)pdm09

En el afio 2009 se produjo el Ultimo caso de salto de barrera de especie que provocdo
la aparicion del nuevo subtipo A(HIN1)pdmO09, fruto de un reordenamiento genético
entre virus de la gripe procedentes de aves, cerdos (linajes clasico y euroasiatico) y
humanos en hospedadores porcinos (46). En el caso de la pandemia del 2009, el virus
es una variante del subtipo A(H1N1) clasico cuyos genes PB2 y PA procedian de un
virus aviar, los genes HA, NP y NS de un virus del linaje porcino clasico, los genes M y
NA de un virus porcino del linaje euroasiatico importado a Norteamérica, y el gen PB1

procedente de un virus humano (Figura 8).

Los datos epidemioldgicos indican que un brote similar a la gripe comenzé en el
pueblo mexicano de La Gloria, Veracruz, a mediados de febrero de 2009 (47). A
principios de abril de ese mismo ano, las autoridades sanitarias publicas de México se

alertaron por el alto nimero de casos de neumonia y gripe en esa regidn, e informaron
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a la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y a la oficina regional de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de un posible brote de gripe. En los Estados
Unidos, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC)
identificaron cepas gripales distintas a las que circularon anteriormente del subtipo
A(H1IN1) que habian aparecido en el sur de California a mediados de abril de 2009. El
23 de abril, la Agencia de Salud Publica de Canada también detectd virus gripales
A(H1N1) nuevos en pacientes procedentes de México. El hallazgo de que los casos de
México y California fueron causados por virus similares desencadend la alerta por

parte de los CDCy la OMS el 24 de abril de 2009.

La gripe A(HIN1)pdmO09 se caracterizé por su afectacidn sobre todo a la poblacion
joven-adulta, produciéndose un menor nimero de casos de lo esperado en el grupo de
poblacién envejecida debido a que alrededor de un tercio de las personas mayores de
60 afos tenia anticuerpos contra este virus, probablemente debido a una exposicién
anterior a un virus A(HIN1) (33,46). Aunque esta pandemia afecté principalmente a
ninos, jovenes y adultos de mediana edad, el impacto del virus (HIN1) pdm0Q9 en la
poblacion mundial en general, fue menos grave que el impacto de pandemias

anteriores (46,47).

Porcino clasico Aviar Humano (H3N2) Porcino asiatico
Norteamericano similar a aviar

PB2 - Aviar Norteamericano

PB1 - Humano H3N3

PA - Aviar Norteamericano

H1 - Porcino clasico

NP - Porcino clasico

N1 - Porcino asiatico similar a aviar
M - Porcino asiatico similar a aviar

NS - Porcino clasico

Figura 8. Génesis del virus gripal A(HIN1) pdm09. Extraido y modificado de: Neumann
G. et al. Nature 2009, 459(7249):931-9 (33).
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Epidemiologia de los virus de la gripe

Los virus de la gripe circulan en forma de epidemias estacionales que suceden de
forma diferente en funcién de la latitud, ocurriendo en los meses frios y hUmedos 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 (48). En nuestro
entorno, estas ondas epidémicas ocurren fundamentalmente entre los meses de
diciembre a febrero-marzo (49,50). El periodo de vigilancia de la gripe en el hemisferio
norte comprende desde la semana 40 de un afio hasta la semana 20 del siguiente.
Durante este periodo se da la circulacién mas intensa del virus pero también puede

circular durante todo el afio identificandose casos incluso en época estival (51).

La gripe es una infeccién de moderada contagiosidad con un periodo de incubacidn
muy corto de 2 a 4 dias, por lo que se transmite con rapidez durante las epidemias
estacionales, afectando a un porcentaje relativamente importante de la poblacién
general. Las epidemias de gripe duran aproximadamente entre 8 y 12 semanas,
infectandose por término medio entre el 5y el 20 % de la poblacion. Las epidemias
anuales causan en todo el mundo unos 3 a 5 millones de casos de enfermedad grave y
unas 250.000 a 500.000 muertes. La mortalidad de la gripe epidémica oscila por debajo
del 1 % de las personas infectadas, aunque depende de la cepa gripal causante de la
epidemia, de la edad y de las caracteristicas de la poblacion (52). La gripe afecta sobre
todo a nifos y jévenes, pero es especialmente grave en personas de edad avanzada y
aquellas con fragilidad biolégica. La mortalidad de la gripe se concentra en las edades
extremas de la vida (niflos menores de 2 afios y sobre todo mayores de 65 afios) y en

aquellos con comorbilidades (53).

En Espafiia, el patron epidémico tipico de la gripe provoca un aumento de casos y de
detecciones en laboratorio 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 funcién de cada temporada (54) (Figura 9).
Los virus de gripe estacional humana del tipo A que circulan en la actualidad son
fundamentalmente A(HIN1)pdmO09 y A(H3N2). Los virus de tipo B circulantes se

separan en dos linajes (B/Yamagata y B/Victoria) (55). Los virus de tipo C se detectan
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con mucha menos frecuencia y suelen causar infecciones leves de tipo catarral, por lo
que su impacto en la salud publica es menor. Desde el punto de vista epidemiolégico,
los virus gripales del tipo A son los principales causantes de las epidemias estacionales,
en circulaciéon mixta o en solitario, y a veces acompanados por virus de gripe B, sobre
todo al final de la epidemia. Sin embargo, cada dos o tres anos la epidemia es causada

mayoritariamente por alguno de los dos linajes de gripe B (56).
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Figura 9. Perfil epidémico del virus de la gripe medido como tasa de incidencia
semanal y numero de detecciones virales. Temporada 2018-2019. Fuente: CNE-

Sistemas de Vigilancia de la gripe en Espafia (54).

Respuesta inmune frente a los virus de la gripe

Los virus de la gripe en los humanos causan una infeccion sistémica con afectacién
de las vias respiratorias superiores iniciando una cascada de reacciones inmunes que
activan tanto la respuesta humoral como la respuesta celular. Las glucoproteinas de
superficie de los virus de la gripe (HA y NA) son las de mayor importancia en la
respuesta humoral (21,57) y las proteinas internas predominan en la respuesta celular
(58,59). Los anticuerpos (Acs) presentes en las mucosas (fundamentalmente
inmunoglobulinas de tipo IgA) y en el suero (IgG) generados frente a la HA neutralizan
al virus limitando su infectividad. Estos Acs son la primera barrera para evitar la
infeccion. La respuesta de inmunoglobulinas de tipo IgG frente a la HA es especifica de
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cepa, ya que la acumulacidon de mutaciones puntuales por deriva antigénica de la HA
limita la neutralizacion de otras cepas del mismo subtipo por accién de los anticuerpos

especificos.

Inmunidad de tipo celular

La respuesta inmunitaria de tipo celular juega un importante papel en la patogenia
de la infeccidn gripal y en la curacién de la enfermedad. En el curso de la infeccidn se
observa un incremento de los mecanismos de la inmunidad innata y de algunos
mecanismos de la inmunidad celular. La respuesta inmunitaria celular estd mediada
por células T, quienes tienen como diana principalmente a las proteinas internas de los
virus de la gripe. En el ser humano hay dos tipos de células T efectoras: T-CD4+ y T-
CD8+. Ambos tipos de células contribuyen al aclaramiento de la infeccidn causada por

el virus de la gripe (60).

La respuesta inmunitaria celular estd mediada por células T CD4+, con restriccion del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase Il (CMH Il) y son fundamentalmente
especificas de subtipo. Estas células CD4+ tienen dos propiedades funcionales. En
primer lugar, son células T colaboradoras que ayudan a las células B para la produccién
de Acs y a los linfocitos T de clase | para su proliferacion. En segundo lugar, las CD4+
pueden tener actividad citolitica con un rango de especificidad de antigeno parecida a

la de los linfocitos T de clase | (60).

Las células T CD8+ con restriccion CMH clase | son especificas de tipo, dirigidas
preferentemente a los antigenos NP y M. Estos linfocitos T citotdxicos aparecen en
individuos infectados o vacunados entre los dias 6 y 14 y desaparecen por término

medio el dia 21 (60).

Las células natural killer (células NK) no son especificas frente a los virus, pero en la
fase aguda aumenta considerablemente su actividad, incrementdndose los niveles de

interferdn alfa y beta que se correlacionan con la disminucion de la carga virica (61).
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Inmunidad de tipo humoral

Tras la primo-infeccidn natural por los virus de la gripe aparecen Acs en el suero de
los pacientes frente a la HA y NA, asi como frente a otras proteinas internas del virus.
Estos ultimos son especificos de tipo y la proteccion que ofrecen es limitada, pero
resultan de utilidad para el andlisis de la seroproteccién a través de métodos
seroldégicos como la fijacién de complemento. Los anticuerpos anti-hemaglutinina (Acs
anti-HA) son la base de la inmunidad protectora humoral frente a la gripe; neutralizan
la infectividad del virus por bloqueo del dominio de adhesion en la subunidad HA1
(cabeza globular de la hemaglutinina) (62). Los Acs anti-HA son especificos de cepa 'y
algo menos de subtipo. Esta especificidad tan estrecha de los principales Acs
protectores explica en gran parte la susceptibilidad a la infeccidén por nuevas cepas

variantes de virus de la gripe, incluso del mismo subtipo.

Los anticuerpos anti-neuraminidasa (Acs anti-NA) se producen a menor titulo. El
efecto protector de estos Acs se basa en limitar la difusidn del virus, ya que bloquean
la liberacion de los viriones tras el ciclo replicativo del virus en la célula hospedadora. A
pesar de que los Acs anti-NA desempefian un papel importante en la proteccién frente
a la gripe, se ha prestado poca atencién al antigeno NA para el disefio de vacunas
antigripales. De hecho, la NA viral ha sido recientemente apodada como el "antigeno

olvidado" (63).

Importancia de la respuesta humoral mediada por Anticuerpos inhibidores de

Neuraminidasa (Acs anti-NA).

El papel de los Acs anti-NA ha sido reconocido como un posible contribuyente a la
proteccion frente a la gripe. Se ha reconocido que los Acs anti-NA reducen la
replicacion viral (64). No obstante, debido al papel dominante de los Acs frente a la HA
en la protecciéon y al hecho de que la infeccidn o la vacunacién pueden a menudo
producir Acs contra ambos antigenos, la contribucidn precisa del anticuerpo frente a la

NA ha sido relegada generalmente a un segundo plano.

Uno de los principales problemas para analizar la importancia de la respuesta
inmune humoral frente a la NA es que los ensayos serolégicos frente a este antigeno

37



eran dificiles de realizar y requerian el uso de reactivos téxicos, lo que limitaba el
numero de muestras que se analizaban (65). Sin embargo, recientemente se han
puesto a punto nuevos protocolos serolégicos estandarizados que permiten analizar la
presencia de Acs anti-NA en un gran nimero de sueros. El método mas utilizado

actualmente es el ensayo ELLA (Enzyme-Lynked Lectin Assay) (66—68).

La evidencia cientifica ha apoyado en numerosas ocasiones que la respuesta
inmunoldgica mediante la produccién de Acs anti-NA se ha correlacionado con una
reduccion en el titulo viral y una reduccion en el desarrollo de los sintomas asociados a
la gripe, tanto en modelos animales (69) como en estudios controlados en humanos
(70). La correlacidn entre la reduccidn en la gravedad de los sintomas de la
enfermedad gripal y la presencia de Acs anti-NA esta descrita desde 1969 (71), y
recientemente se ha demostrado que la presencia de titulos previos de Acs anti-NA en
sueros de pacientes se comporta como un factor de proteccion frente a la infeccion
gripal, independientemente del titulo de Acs anti-HA en el suero de los mismos

(72,73).

La respuesta inmune humoral frente a la NA viral puede ser de particular
importancia en aquellos afios en los que exista un mismatch antigénico de la HA, pero
con poca deriva antigénica de la NA (74). De hecho, los resultados de algunos estudios
han demostrado que la infeccidn previa frente a la gripe A(HIN1)pdmO09 podria
proporcionar proteccién inmunoldgica contra el virus A(H5N1), ya que la secuencia
aminoacidica de la estructura de NA entre estos subtipos esta mds conservada (75,76).
En particular, los Acs dirigidos contra estas regiones conservadas de NA podrian ayudar

a proporcionar un nivel significativo de proteccién frente a la infeccién gripal (77).

Pecado original antigénico

Las epidemias estacionales de gripe ocurren cada afio producidas por variantes
menores de los tipos gripales Ay B. Las primeras infecciones por virus de la gripe
ocurren generalmente en los primeros afios de vida de un individuo, induciendo
inmunidad protectora especifica frente a la cepa de virus que les infectd. Las

exposiciones posteriores a otros virus de la gripe, bien sea por infecciones naturales o
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por vacunaciones estacionales, producen una respuesta inmune frente a las cepas que
han infectado a un individuo, pero también producen un intenso efecto “booster”
frente a la primera cepa que le infectd. Esta importancia de las primo-infecciones con
virus de la gripe se explica mediante la teoria del Pecado Original Antigénico (78-81),
donde 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.

Esta teoria fue formulada por Sir Thomas Francis en el afio 1960 (78) y ha sido
descrita en la respuesta inmune humoral frente a virus de la gripe asi como en el
estudio de infecciones por otros virus respiratorios (79—-82). La “Doctrina del Pecado
Original Antigénico” en la gripe explica como un individuo cuando es infectado por una
cepa de virus gripal estacional, produce una respuesta especifica frente a dicha cepay
al mismo tiempo respuestas de mayor o menor intensidad frente a cepas que han
infectado a este individuo a lo largo de su vida. Este fendmeno inmunolégico notable
gue se produce sobre el primer virus que le infectd, tiene sin duda repercusién en la
respuesta humoral especifica de la gripe, y ha obtenido gran importancia a la hora de
entender la respuesta a las vacunas de gripe. Este fendmeno despierta un especial
interés en la formulacién de vacunas futuras de una respuesta mas amplia, e incluso de
vacunas universales al estilo de las que disponemos hoy en dia contra la Polio y la

Rubéola.

Vacunacion frente a la gripe y tipos de vacunas

La medida de control mas eficaz frente a la gripe sigue siendo la inmunizacién anual
mediante la vacunacion, especialmente en grupos de poblacién considerados de alto
riesgo de complicaciones asociadas a la gripe (83). No obstante, los constantes
cambios antigénicos de la gripe obligan a una vigilancia virologica y epidemioldgica
adecuada que permita seleccionar correctamente de las cepas que deben formar parte
de la vacuna antigripal cada temporada. Cada afio, la OMS a través de la Red
Internacional de Vigilancia de la Gripe (GISRS, Global Influenza Surveillance and

Response System) analiza las cepas de gripe circulantes en los hemisferios norte y sur
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para elegir las cepas idoneas para la formulacién vacunal, optimizando la efectividad

de los programas de vacunacién.

Tipos de vacunas antigripales

Existen dos grandes grupos de vacunas antigripales, las inactivadas y las atenuadas.
Las primeras se administran mediante inyeccidon intramuscular, subcutanea o
intradérmica y son las Unicas disponibles actualmente en Espafia. Las vacunas atenuadas
se administran por via intranasal, tienen limitada su indicacion en personas
inmunocompetentes de 2 a 17 afios y se han ido introduciendo en programas de
vacunacion infantil en los Estados Unidos, Finlandia y el Reino Unido, entre otros paises.
Algunos ensayos clinicos que comparan ambos tipos de vacunas han mostrado una

eficacia similar o superior en las vacunas de virus vivos atenuados (84,85).

Vacunas inactivadas

La mayoria de vacunas que se emplean en paises europeos con programas
especificos de vacunacién, incluida Espafia, son de tipo inactivado en cualquiera de
sus formulaciones: pueden contener virus enteros, virus fraccionados o antigenos de
superficie (86). Algunos autores han sefialado que estas ultimas vacunas podrian
originar una menor proteccion (87). En general, todas estas vacunas tienen un rango

de edad de utilizacidn desde los 6 meses de vida en adelante, con algunas excepciones.

En la figura 10 se representan algunas de las vacunas antigripales comercializadas en

Espana.
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Afluria >5 afios IM* sC? Seqirus
Intanza . 260 afios D’ Sanofi Pasteur
Trivalente
Mutagrip 26 meses IM, SC Sanofi Pasteur
Virus Vaxigrip >6 meses IM, SC Sanofi Pasteur
fraccionados
inactivados Vaxigrip Tetra >6 meses IM, SC Sanofi Pasteur
Tetravalente
Fluarix Tetra 26 meses IM GSK
; Chiroflu 26 meses IM, SC Seqirus
Antigenos de
superficie | Chiromas (adyuvante MF59C.1) | Trivalente | 265 afios IM Segirus
(HAy NA)
Influvac 26 meses IM, SC Mylan

Yntramuscular (IM); 2Subcutédnea (SC); 3Intradérmica (ID)
Figura 10. Vacunas antigripales comercializadas en Espafia. Extraido y modificado de:
Ortiz de Lejarazu R. et al. Los virus de la gripe. Pandemias, epidemias y vacunas. 2019

(17)

o Vacunas inactivadas de virus enteros:

Este tipo de vacunas contiene particulas de virus completo de la gripe, inactivado pero
con todas las proteinas, lipidos, antigenos (glucoproteinas) y dcido nucleico del virus. Se
producen por inoculacién de virus de la gripe en huevos embrionados de gallinas. Tras
un periodo de incubacidn de 2-3 dias, se recogen las particulas viricas, se purifican y se

inactivan.

Las primeras vacunas producidas de esta manera fueron eficaces para prevenir la
gripe, pero a menudo eran altamente reactégenas. Estas vacunas mostraban una buena
inmunogenicidad y una reactogenicidad aceptable. Sin embargo, en nifios estas
reacciones adversas eran frecuentes, por lo que no era recomendable su uso en este
grupo etario. Tras la vacunacion con viriones completos inactivados se produce una
respuesta humoral y celular frente a los antigenos de superficie e internos del virus

similar a lo que ocurre tras una infeccidon natural. La seroproteccion alcanzada mediante
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este tipo de vacunas es variable en funcion de la edad del individuo, enfermedades

crénicas subyacentes y, asi mismo, de las cepas incluidas en la vacuna.

o Vacunas inactivadas de virus fragmentados:

Este tipo de vacunas contienen antigenos de superficie HA y NA, asi como otros
antigenos internos del virus. Se producen al tratar particulas purificadas de virus
completo con detergentes y disolventes orgdnicos para eliminar los lipidos de la
membrana viral. Este tratamiento rompe la cubierta viral para dar una mezcla de
componentes de proteina viral altamente inmundgena. Las vacunas de particulas
fragmentadas fueron aprobadas en 1968 y tienen un buen perfil de tolerabilidad y

pueden utilizarse en nifos, adultos y personas de edad avanzada.

o Vacunas de subunidades o antigenos de superficie:

Este tipo de vacunas contienen Unicamente los antigenos de superficie HA y NA, que
son los mds inmundgenos del virus. Al igual que las vacunas de virus fragmentados, las
vacunas de subunidades son menos reactégenas que las vacunas inactivadas de virus
completos debido a que se eliminan muchos de los componentes reactégenos internos
del virus. El procesamiento de los virus de la gripe desde los viriones completos hasta las
vacunas de subunidades, produce una pérdida de inmunogenicidad pero una ganancia
en tolerabilidad, reduciendo la frecuencia de efectos adversos (87). En algunas
ocasiones, esta disminucion de la inmunogenicidad disminuye mucho la efectividad de
las vacunas antigripales en algunos colectivos cuyo sistema inmune es senescente, como
las personas mayores de 65 afios, o esta deteriorado por cualquier razén como los
pacientes inmunodeprimidos. Para aumentar la inmunogenicidad de las vacunas
inactivadas, se utilizan distintas estrategias para reforzar la inmunidad, como el uso de
adyuvantes como el MF-59 (88) o vacunas con dosis mayores de antigeno (89), o incluso
otras vias de administracién como la intradérmica (90). Todos estos disefnos vacunales
han demostrado mayor inmunogenicidad y eficacia en ensayos clinicos frente a la

vacuna estandar.
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Vacunas atenuadas

El otro grupo conceptualmente diferente de vacunas lo constituyen las vacunas
fabricadas con virus activos atenuados (Live-attenuated influenza vaccine; LAIV). Los
mecanismos de atenuacién responden a dos planteamientos basicos: la seleccién de
cepas mutantes termo-sensibles, incapaces de replicarse a temperaturas superiores a
25-289C, y la obtencién de cepas de virus recombinantes adaptadas al frio que poseen,

ademas, los genes que codifican los antigenos de superficie HA y NA.

Estas vacunas son de administracidn intranasal, de modo que los virus atenuados
son instilados y se multiplican activamente en el tracto respiratorio superior,
induciendo una buena respuesta inmunitaria secretoria local. Una ventaja que aporta
este tipo de vacunas es que inducen una respuesta inmunitaria local a nivel de
mucosas de forma mediante la produccién de IgA, similar al modelo de infeccidn
natural, pero en la que el virus carece de patogenicidad. En contrapartida, las
limitaciones que presenta este tipo de vacunas derivan de los efectos secundarios que
se observan a nivel local, sobre todo con rinorrea y congestiéon nasal, o fiebre en un
numero menor de casos (84,91,92). Por otra parte, este tipo de administracién
intranasal, como conlleva la replicacién de virus vivos, puede permitir la transmisién
del virus desde una persona vacunada hasta otra persona que no lo esta, con periodos

ventana de excrecion viral de hasta 21 dias (1,92).

Medios de elaboracion de las vacunas antigripales

Las vacunas antigripales se han elaborado tradicionalmente en huevos embrionados
de gallina. Este ha sido el método mas comiunmente utilizado para la fabricacion de
vacunas para la gripe y a la vez el mds antiguo. Sin embargo, este sustrato presenta
como principal inconveniente una dificil disponibilidad oportuna en cantidades
suficientes para la produccién de virus que vaya a ser utilizado en la produccién de
vacunas, particularmente en el caso de pandemias, ademas del riesgo de generar
variaciones en la expresion antigénica del virus vacunal, debido a un proceso de

adaptacion del virus al crecimiento en este tipo de substrato (93). A todo ello cabe
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afadir la posibilidad de que algunas cepas actuales de virus de la gripe, principalmente
A (H3N2), muestren un bajo crecimiento por presentar dificultades en su cultivo en

huevo (94).

Para obviar el crecimiento de las cepas de virus vacunales en huevos embrionados se
han desarrollado otros sistemas mas flexibles que permitan reemplazar el uso de
huevos para la produccién a gran escala de antigenos gripales. Los cultivos celulares en
lineas continuas como células de mamiferos (rifidn canino de Madin Darby 6 MCDK),
lineas VERO y BHK-21 suponen una alternativa que ofrece varias ventajas sobre la
produccién en huevos (95,96). Por un lado, el cultivo celular modifica en menor
medida la expresion fenotipica antigénica viral de la cepa vacunal debido a que el virus
no tiene que adaptarse al crecimiento en huevo. Otro aspecto destacable es la mayor
flexibilidad y capacidad de produccion de vacuna celular en caso de necesidad
incrementada (pandemia, desabastecimientos por imposibilidad de crecimiento en
huevo, etc). Por ultimo, los resultados de vacunas antgripales elaboraadas en cultivo
celular han mostrado una seguridad y eficacia similares a las de vacunas producidas en
huevo, ademas de evitar la posibilidad de alergia a las proteinas aviares como la

albdmina (97).

Nueva generacidon de vacunas frente a la gripe

Las vacunas antigripales actuales estan disefiadas para inducir respuestas humorales
frente a la proteina mas inmunodominante del virus de la gripe, la hemaglutinina (HA),
y mas concretamente contra el dominio HA1 o cabeza globular (98). La mayor
limitacion de estas vacunas es que los virus de la gripe presentan una intensa deriva
antigénica, y los epitopos antigénicos de la HA, y sobre todo los localizados en la
cabeza globular que es la zona mas expuesta al sistema inmune, cambian
constantemente por la presion selectiva del huésped (99). Esto obliga a actualizar
constantemente la composicidn de las vacunas antigripales, ya que las cepas de gripe
gue circulan durante una temporada progresivamente van cambiando, siendo
ligeramente diferentes en la siguiente temporada (99). Esto limita la proteccién

humoral producida por la vacunacién y dificulta proteger de forma éptima y duradera
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a la poblacidn. Por otra parte, las vacunas estacionales actuales no tienen apenas

capacidad para proteger a la poblacién frente a nuevos virus pandémicos (100).

Dadas estas limitaciones, las vacunas frente a la gripe necesitan ser mejoradas y
adaptadas a los requerimientos actuales y futuros. Las nuevas vacunas deben
proporcionar una amplia proteccién frente a muchos virus de la gripe diferentes, para
reducir la necesidad de cambiar la formulacion vacunal y para facilitar la prevencién de
la gripe tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (101). Para lograr este
objetivo, la OMS ha formulado unos objetivos que debe cumplir la siguiente
generacién de vacunas frente a la gripe (o “Next Generation Influenza Vaccines —

NGIV”), los cuales se describen a continuacion en la Tabla 1 (96).

Tabla 1. Objetivos de la OMS para el desarrollo de las vacunas de gripe de la siguiente

generacion o “Next Generation Influenza Vaccines”.

v Disponer de vacunas capaces de aumentar la proteccién
frente a las cepas circulantes respecto a las vacunas no
adyuvadas

Objetivos para
v Disponer de vacunas capaces de aumentar la proteccién

el afo 2022
frente a la gripe grave durante al menos un afo en
grupos de alto riesgo en paises con rentas bajas y
medias.
v Disponer de vacunas capaces de proteger frente a la
Objetivos para gripe grave durante al menos cinco anos
el aino 2027 v Disponer de vacunas para grupos de alto riesgo en

paises con rentas bajas y medias.

Las vacunas antigripales por el momento comercializadas en nuestro medio se

encuentran aun lejos de los objetivos marcados por la OMS. Todas estas vacunas
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actuales estan disefiadas para producir respuestas humorales frente a la proteina mas
inmunodominante del virus de la gripe, como es la hemaglutinina (98).Siguiendo los
objetivos establecidos anteriormente, se van a requerir nuevas vacunas que ofrezcan
una proteccién humoral mas completa y por otro lado, que desarrollen respuestas
frente a epitopos conservados para proporcionar una amplia proteccion frente a
muchos virus de la gripe diferentes (96, 97). Se estan explorando continuamente otras
dianas vacunales de los virus de la gripe que puedan ser tanto o mds inmundgenas que
la HA y por otro lado, que se traten de epitopos antigénicos mds conservados. Una
aproximacion ha sido el dominio HA2 o tallo de la HA como posible diana antigénica en
el disefio de vacunas debido a que es una regién de esta proteina mucho mds
conservada que la HA1, obteniendo resultados prometedores, pero no obstante, es
menos inmundgena que el dominio HA1 (102). También existen otras aproximaciones
dirigidas frente a proteinas internas del virus que estdn mucho mas conservadas, como
la proteina M o la NP (103,104). Sin embargo estas dianas no son muy inmundgenas
debido al dificil acceso por parte de las células del sistema inmune, por lo que su uso
de momento eses también limitado. Por otro lado, una proteina del virus de la gripe
para la que se conoce que tiene un papel relevante en la respuesta humoral frente a
virus de la gripe (72,73) y parece ser prometedora en el desarrollo de futuras vacunas
antigripales es la neuraminidasa (NA), aspecto que se desarrolla en el siguiente

apartado.

Importancia de la Neuraminidasa (NA) como antigeno vacunal

A pesar de la disponibilidad actual de profilaxis mediante la vacunacion, el virus de la
gripe sigue teniendo un impacto anual significativo en la morbilidad y mortalidad de
los seres humanos, lo que pone de manifiesto la necesidad de seguir investigando en
este campo. Las estrategias actuales de vacunacion se centran predominantemente en
la HA, ya que las vacunas actuales buscan incrementar la respuesta humoral contra la
hemaglutinina (HA), que es la glucoproteina inmunodominante mds abundante en la
superficie del virus de la gripe (12,13,44), asi como los ensayos de evaluacién de la

eficacia vacunal, fundamentados en el analisis de los Acs anti-HA (62,105,106). Por otro
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lado, la neuraminidasa (NA), la segunda glicoproteina en importancia de la superficie
del virus de la gripe, ha servido histéricamente como blanco para el tratamiento con
farmacos antivirales y ha sido menos estudiada en el contexto de la inmunidad

humoral (107).

La evidencia cientifica ha apoyado en numerosas ocasiones que la respuesta
inmunoldgica mediante la produccién de Acs anti-NA se ha correlacionado con una
reduccion en el titulo viral y una reduccion en el desarrollo de los sintomas asociados a
la gripe (64,70,75). Se ha demostrado recientemente ademds que la presencia de
titulos previos de Acs anti-NA en sueros de pacientes se comporta como un correlato
de proteccién independiente del titulo de Acs anti-HA en el suero de los mismos
(72,73,108). Debido al creciente interés por la potencial importancia de los Acs anti-NA
para la proteccidn frente a virus de la gripe, una de las dianas prometedoras para las

futuras vacunas antigripales parece ser la NA viral (104,109).

Las actuales vacunas antigripales actuales llevan en su composicién una cantidad
estandarizada de 15 pg de HA de cada cepa de gripe incluida en la misma (86). Sin
embargo, debido a su método de fabricacion, otras proteinas, fundamentalmente la
NA, quedan dentro de su composicién en cantidades que no estan estandarizadas,
pero que también producen respuestas humorales. Recientemente se ha reconocido la
posibilidad de una proteccidén basada en la NA, y la propuesta de estandarizar de
alguna manera la cantidad de NA en las formulaciones de las vacunas se ha tenido en

cuenta de cara al desarrollo de vacunas contra el virus de la gripe (64,110,111).

Es bien conocido que la NA sufre menos deriva genética que la HA (109,112), por lo
gue permanece mas tiempo sin cambios antigénicos que limiten la proteccion
seroldgica. Esta particularidad es interesante para generar respuestas humorales mas
duraderas y evitar la discordancia antigénica entre virus de temporadas consecutivas
debido a la rdpida evolucién de la HA (113). Al considerarse la NA una proteina mas
conservada que en el caso de la HA, es posible y también probable que la respuesta
humoral generada por el contacto con un subtipo de gripe provoque respuestas
cruzadas de Acs frente a otros subtipos, al menos dentro del mismo clado de la NA
(114). De hecho, existen estudios que demuestran que la infeccidn previa frente a la

gripe A(HIN1)pdmO09 podria proporcionar protecciéon inmunoldgica contra el virus
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A(H5N1), ya que la secuencia aminoacidica de la estructura de NA entre estos subtipos
esta mas conservada (75,76). Por tanto, la respuesta inmunoldgica frente a la NA viral
podria ser de particular importancia durante una pandemia de gripe en la que la
mayoria de la poblacién no presentara inmunidad previa frente al nuevo suptipo de
HA, pero que pudiera tener inmunidad previa a la NA del virus emergente (74). El
estudio de la inmunogenicidad de la proteina NA como antigeno vacunal parece

relevante en el disefio de vacunas enfocadas en respuestas universales frente a la

gripe.

Efectividad y eficacia de las vacunas antigripales

La eficacia vacunal se determina fundamentalmente mediante ensayos seroldgicos
clinicos controlados y la efectividad mediante estudios epidemioldgicos
observacionales. Estos pardametros de la vacunacidn antigripal son dificiles de evaluar,
ya que varian de forma considerable en funcién de la concordancia (matching)
existente entre las cepas vacunales y las circulantes o salvajes, asi como de los
métodos utilizados para el andlsiis, la intensidad de la actividad gripal durante la
temporada en que se realiza el estudio, la edad de los pacientes incluidos en el
estudio, el nUmero de dosis administradas y la proporcién de personas con factores de

riesgo en la poblaciéon en estudio (115).

La efectividad vacunal, entendida como la proteccién conferida a los sujetos

vacunados en condiciones de uso habitual de la vacuna, viene determinada por tanto,

de:

e Caracteristicas del sujeto: edad, competencia del sistema inmune, factores
genéticos que pueden condicionar la respuesta a la vacuna o la historia de

exposiciones previas a los distintos virus de la gripe.

e Caracteristicas de la vacuna:

- Concordancia o matching de las cepas vacunales con las cepas de virus

circulantes. La capacidad de los virus de la gripe de experimentar
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constantes cambios antigénicos obliga a una adecuada vigilancia
viroldgica y epidemioldgica para seleccionar correctamente las cepas

vacunales de cada temporada.
- Cantidad de antigeno incluida en la vacuna.

- Tipo de vacuna (vacuna de virus vivos atenuados, inactivada fraccionada

o de subunidades).

- Presencia de elementos que potencien la respuesta inmune, como los

adyuvantes.
- Vias de administracién (subcutanea, intradérmica o intranasal).

- El origen del virus vacunal, obtenido por cultivo en embrién de pollo o en
lineas celulares, puede tener un impacto diferente en la proteccion

conferida por la vacuna.

A pesar de que la efectividad de las vacunas antigripales es moderada (116), la
medida de control mas eficaz de la enfermedad gripal sigue siendo la inmunizacion
anual mediante la vacunacién, especialmente en grupos de poblacién considerados de

alto riesgo por complicaciones asociadas a la gripe (83,115).

Técnicas seroldgicas para evaluar la eficacia vacunal

Las técnicas seroldgicas que se utilizan habitualmente para cuantificar los Acs

especificos de la gripe incluyen:
° Reaccién de Inhibicién de la Hemaglutinina (RIH)
° Ensayo de Hemdlisis Radial Simple (HRS)

Para evaluar la eficacia vacunal se han utilizado tradicionalmente estos dos ensayos
seroldgicos. Para que las vacunas antigripales puedan ser comercializadas, estas deben
cumplir con una serie de parametros de eficacia vacunal que exige la Agencia Europea
del Medicamento (EMA), emitidos por el Comité de especialidades farmacéuticas

(CPMP).
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Con estos métodos se pretende hacer una aproximacion bastante fiable de la
capacidad inmunogénica humoral de las vacunas, aunque actualmente se estan
incluyendo otros métodos complementarios para mejorar esta medicion. Existen otros
métodos seroldgicos mas complejos como la microneutralizacién viral (MN), que
permiten analizar la presencia de Acs neutralizantes frente a todas las proteinas del
virus. Sin embargo, este método no se usa como método habitual para evaluar la
eficacia serolégica habitual. Con respecto a la aparicion de nuevos métodos
seroldgicos, cabe destacar el ensayo de titulacidon de anticuerpos frente a la
neuraminidasa (Acs anti-NA) mediante el ensayo ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay),
que surge de la necesidad de disponer de nuevas herramientas para conocer con
mayor detalle los Acs frente a la gripe en muestras seroldgicas, y mas concretamente
frente a otras proteinas diferentes a la hemaglutinina que puedan estar implicadas en

la respuesta inmune.

A continuacion, se describe de manera resumida el fundamento de cada uno de los

ensayos seroldgicos citados anteriormente.

o Reaccion de Inhibicion de la Hemaglutinacion (RIH):

Es el método mas utilizado actualmente para detectar y cuantificar Acs frente a la HA
de virus de la gripe en muestras seroldgicas, tanto humanas como animales (117-119).
Esta metodologia es utilizada en muchos laboratorios para analizar la respuesta humoral
a la vacunacion, para realizar estudios de eficacia seroldgica vacunal, asi como estudios
seroepidemioldgicos con el fin de analizar la susceptibilidad de distintas poblaciones
frente a la gripe (44,120,121). Esta técnica es también utilizada para realizar la
caracterizacién antigénica de los virus de la gripe utilizando antisueros de animales

previamente infectados.

o Ensayo de hemdlisis radial simple (HRS):

La técnica de la hemolisis radial simple (HRS) es la segunda metodologia reconocida
para evaluar la eficacia seroldgica de las vacunas estacionales. Esta basada en la
hemodlisis pasiva de los eritrocitos mediada por el complemento e inducida por el

complejo antigeno-anticuerpo (119,122,123). Esta hemdlisis es facilmente identificable y
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su medida es proporcional a la concentracién de Acs en el suero. Esta técnica detecta
principalmente anticuerpos IgG frente a los virus de la gripe, pero también puede
utilizarse para muchos otros virus como los coronavirus, virus Parainfluenza, virus
Dengue o virus de la encefalitis japonesa. En esta técnica, un area de hemolisis igual o

superior a 25 mm? es aceptado como correlato de proteccién humoral.

o Ensayo de microneutralizacion o de neutralizacion viral

El ensayo de neutralizacidn viral es un ensayo altamente sensible y especifico para
detectar Acs neutralizantes especificos del virus de la gripe en sueros humanos y
animales, que puede incluir la deteccidn de anticuerpos humanos contra subtipos de
gripe aviar (117,119). Aunque las pruebas de neutralizacién convencionales para los virus
gripales (basadas en la observacién del efecto citopatico del virus en un cultivo de
células MDCK) son laboriosas y bastante lentas, los ensayos de microneutralizacién
utilizan placas de microtitulacién en combinacidon con un ELISA frente a la proteina NP
para detectar las células infectadas por el virus, puediendo obtenerse resultados en dos

dias (124).

o Ensayo enzimatico ligado a lectina (ELLA)

El ensayo ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay) fue inicialmente descrito por Lambré y
colaboradores en 1990 (125), pero su uso como un ensayo seroldgico estandarizado ha
sido mas reciente, con numerosos laboratorios que realizan el ensayo para medir los
titulos de Acs anti-NA en muestras clinicas (66,68,73,126). Uno de los objetivos del
Consorcio para la estandarizacién del estudio seroepidemiolégico de virus de la gripe
(CONSISE- Consortium for the Standarization of Influenza Seroepidemiology) es
promover el analisis de la respuesta humoral contra otras proteinas virales como es el
caso de la NA viral. La técnica ELLA consiste en un ensayo practico que actualmente

siguen algunos laboratorios para la determinacion de Acs anti-NA.
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Analisis y parametros de la eficacia vacunal

La evaluacion de la eficacia vacunal es un paso fundamental para comprobar que el
disefio de la vacuna es preciso y util. Actualmente, la base cientifica para aprobar las
vacunas antigripales comercializadas en Europa y las actualizaciones de las ya
existentes son los estudios que evalulan el titulo de Acs anti-HA tras la vacunacién

mediante la RIH (117).

El analisis RIH puede servir ademas para conocer la capacidad de las vacunas
antigripales para inducir la produccidon de Acs heterotipicos en la poblacién frente a
cepas gripales de reciente aparicion dentro de un mismo subtipo gripal (34,127), y de
mayor interés frente a subtipos con potencial pandémico, como virus de gripe aviares

como los subtipos A(H5N1), A(H7N3) y A(HON2) (128,129).

La Agencia Europea del Medicamento (EMA, European Medicines Agency) determina
cuales son los requerimientos que debe tener una vacuna frente a la gripe en términos
de proteccion serolégica para que pueda ser comercializada (117,119,130). Estos
criterios son emitidos por el Comité de especialidades farmacéuticas (CPMP,
Committee for Proprietary Medicinal Products) y estan representados en la Tabla 2. Los
criterios del CPMP estan referidos a dos grupos etarios diferentes: adultos (entre 18 y
60 afios) y mayores de 60 afios. En esta valoracién detallada por la EMA no se han
incluido otros grupos de edad que pueden recibir las vacunas antigripales, como por

ejemplo, la poblacién pediatrica.

Tabla 2. Criterios utilizados por el Comité de especialidades farmacéuticas (CPMP)
para la monitorizacién de la eficacia de la vacuna antigripal y requeridos por la EMA

para su comercializacién (119).

18-60 afios > 60 afos
Tasa de Seroproteccidn > 70% Tasa de Seroproteccion > 60 %
Tasa de Seroconversion > 40% Tasa de Seroconversion > 30%
Razdén de Incremento > 2,5 Razén de Incremento > 2,0
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Los criterios para evaluar la eficacia vacunal son los siguientes:

Tasa de Seroproteccion (TSP): Es el porcentaje de poblacion evaluada que posee Acs

a titulos considerados como protectores. Para la evaluacién de este parametro se
considera un titulo 21:40 como correlato de seroproteccion frente a la gripe. En
definitiva, la TSP es el porcentaje de poblacién que tras la vacunacién muestra un
titulo de Acs anti-hemaglutinina 21:40. Estudios realizados por algunos autores
(62,73,106,121) han demostrado que un titulo de Acs anti-HA de 1:40 es capaz de

evitar el 50% de las infecciones por gripe.

Tasa de Seroconversidn (TSC): Es el porcentaje de la poblacién que tras la

vacunacion antigripal muestra un aumento de al menos cuatro veces el titulo entre
el suero pre-vacunal y post-vacunal. Un ejemplo seria pasar de un titulo pre-vacunal

de 1:10 a un titulo post-vacunal de 1:40, o de un titulo 1:40 a 1:160.

Media Geométrica de los titulos de anticuerpos (MGTs): ya que los titulos de Acs son

valores que siguen una progresion geométrica y una distribucién no normal con
cierta asimetria derecha, la media aritmética no es un método adecuado para el
calculo de los valores de tendencia central. Esto provoca que el uso de la media
aritmética sobreestime el valor medio del titulo de Acs. Para evitar esto, se realiza
una transformacién logaritmica de los titulos para obtener una distribucién normal
de tipo Gaussiano, siendo el valor de tendencia central la media aritmética de esa

transformacion.

Razdn de incremento entre los titulos pre y post-vacunales: permite estudiar el

incremento de titulos que ha experimentado una poblacién como respuesta a la
vacunacion antigripal, y se define como la divisidn entre las MGTs post-vacunales y

las MGTs pre-vacunales.

Estos pardmetros sirven para evaluar si una vacuna ha sido eficaz o no frente a un

subtipo de gripe en una poblacién concreta, debiendo cumplir como minimo uno de

los tres requisitos establecidos por la EMA (119,130). Esto ofrece una informacién muy
relevante para conocer si la eleccién de cepas para la formulacién vacunal en cada afio

ha sido la correcta, asi como para comprender ciertos parametros de la inmunidad en

distintas poblaciones.
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Sistema de Vigilancia de la Gripe en Espafia (SVGE)

En Espafia existe un sistema de vigilancia epidemioldgica especial para la gripe
mediante redes de médicos centinelas y laboratorios con capacidad de deteccién y
aislamiento del virus de la gripe, denominado Sistema de Vigilancia de Gripe en Espaina
(SVGE). En el territorio espafol existen 20 laboratorios con capacidad de deteccion y
aislamiento de virus gripales. Tres de ellos son Centros Nacionales de Gripe
reconocidos por la OMS, que estan ubicados en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, el Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos lll y el
Hospital Clinico de Barcelona. El conjunto de estos 20 laboratorios esta coordinado por

el Centro Nacional de Referencia de Gripe, el Centro Nacional de Microbiologia (CNM).

El SVGE engloba diferentes fuentes y sistemas de informacion, entre ellos, un
estructurado Sistema centinela de vigilancia de gripe (ScVGE). El ScVGE esta formado
por redes centinela sanitarias dispuestas por Comunidades Auténomas, cuyo cometido
es el conocimiento de la incidencia de la gripe, asi como proporcionar datos
sociodemograficos de los pacientes afectados y la caracterizacion de los virus
circulantes. En la comunidad de Castilla y Ledn, la vigilancia de la gripe se realiza a
través del Centro Nacional de Gripe en Valladolid (NIC Valladolid) y la Red Centinela
Sanitaria de Castillay Leén (RCSCyL) (131,132). La labor investigadora y de deteccién de
virus gripales pertenecientes al territorio de Castilla y Ledn se realiza en el Servicio de
Microbiologia e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario en coordinacién con el
mencionado NIC Valladolid. La informacién generada por el NIC de Valladolid y la
RCSCyL cada semana es remitida a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica del
Instituto de Salud Carlos Ill, con el objetivo de elaborar los informes epidemioldgicos

semanales sobre la gripe (Figura 11).
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FORMA DE CONTACTO
Red Centinela Sanitaria de Castilla y Leén Direccion General de Salud Pablica

Teléfono: (+34) 983413600x806358 Fax: (+34) 983413730 CorreoE: pvig@jcyl.es

INFORMACION DE LA SEMANA 13/05/2019 al 19/05/2019
Numero de casos 0
Numero de médicos declarantes 27
Poblacion cubierta 24675
Tasa de incidencia semanal por 100.000 hab.(1) 0
Tasa estandarizada semanal por 100.000 hab. (2) 0

DATOS VIROLOGICOS ACUMULADOS EN LA TEMPORADA
Numero de frotis faringeos de la Red Centinela Sanitaria procesados 342
Numero de detecciones en la Red Centinela Sanitaria 197

TASA DE INCIDENCIA SEMANAL Y AISLAMIENTOS VIRALES

6004 150
550 { Las
500 {
450
8
° 4004
S 350
& 300/
S 300
5 2501
Q
@ 2001
~
= 1504
1004
501
ol

SBUOIABP D CJIWNN

46 a8 S0

40

42

Semana Epidemiolégica

i-o-Tau incidencia — Umbral epidémico — — Int media Int alta - - - Int muy alta = Virus B ® Virus A(H1N1) = Virus A(H3N2)
Virus Alns)

COMENTARIO
Sin actividad gripal en Castilla y Leén

CASOS ACUMULADOS DE GRIPE POR EDAD Y TASA DE INCIDENCIA ACUMULADA POR EDAD
ESTADO VACUNAL (por 100.000 habitantes)
10.000

7.500

00-04 05-14 1524 25-44 4564 65-74 7599 NC Total
vacwnades 13 11 0 8 17 19 23 0 91
Novacunados 268 408 50 124 114 25 10 1 1000 5.000

Total 281 419 50 132 131 44 33 1 1091 2500
0

00-04
05-14
15-24
25-44
45-64
65-74
75-99

Valladolid, miércoles 22 de mayo de 2019

(1) Tasa estimada para Castilla y Leén

(2) Tasa ajustada por la poblacion espafiola del padrén municipal de habitantes.

(3) Los datos semanales se actualizan con las declaraciones recibidas después del cierre de Ia semana actual. Asimismo, los
aislamientos notificados se ac enla C p ala toma de frotis

Figura 11. Informe semanal de la Red Centinela Sanitaria de Castilla y Ledn (RCSCyL).
Fuente: Informe epidemioldgico de la semana 13/05/2019 al 19/05/2019. Programa de
Vigilancia de la Gripe (PVIG).

55



Interés del proyecto

Las vacunas antigripales mas usadas actualmente contienen HA y otros antigenos del
virus que no se eliminan durante su elaboracion. La HA es el Unico antigeno vacunal
que se estandariza durante la produccién de este tipo de vacunas, por lo que en su
composicidon quedan restos de otros antigenos, entre ellos la NA, en cantidades no
conocidas o no estandarizadas. La contribucion de esta NA no estandarizada en la
inmunogenicidad de la vacuna no es conocida, y menos la capacidad de proteccion
seroldgica que puede implicar. En el presente trabajo, el analisis serolégico frente a la
HA y NA permitio realizar un estudio comparativo de la respuesta humoral frente a

ambos antigenos.

El analisis seroldgico de Acs anti-HA asi como de Acs anti-NA fue realizado mediante
el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (RIH) y el ensayo enzimdtico ligado a
lectina (ELLA), respectivamente. El uso del protocolo ELLA en distintos laboratorios que
trabajan con gripe es reciente (66,126). El consorcio de colaboracién CONSISE
(Consortium for the Standarization of Influenza Seroepidemiology) ha colaborado junto
con distintos laboratorios en la optimizacién de esta técnica seroldgica, con el fin de
estandarizar los protocolos existentes y buscar una buena reproducibilidad y aceptable
variabilidad intra e inter-laboratorio en los resultados (68). Esto ha permitido la
publicacién de recientes trabajos que evaluan la implicacién de la NA en la respuesta
inmune humoral frente a la gripe, tanto de forma natural como con la vacunacién. El
ensayo ELLA es una técnica sélo llevada a cabo actualmente por un grupo reducido de
laboratorios en el mundo, entre los que se encuentra el NIC de Valladolid. La
realizacion del presente trabajo de investigacidn ha puesto a punto este método
seroldgico en este centro, utilizando sueros pre y post-vacunales del programa de

Vigilancia seroepidemioldgica de la Gripe de la Junta de Castilla y Ledn.

La limitada efectividad de las vacunas antigripales actuales estimula el interés por
buscar nuevos disefios vacunales que incluyan nuevos antigenos del virus. Por ello, es
necesario evaluar la respuesta inmune (tanto humoral como celular) frente a
potenciales nuevos antigenos, como la NA, y buscar parametros de proteccién
seroldgica especificos frente a cada uno, que sean utiles para evaluar la eficacia

seroldgica frente a dichos antigenos. Asi, es necesario comprobar algunos parametros
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como: correlatos de seroproteccion de la NA para distintos grupos de poblacién;
relacién de los anticuerpos frente a la NA y los observados frente a la HA; eficacia
seroldgica de la vacuna basada en la medida de anticuerpos anti-NA siguiendo los
pardmetros de la Agencia Europea del Medicamento (EMA); relacidn de la respuesta
humoral de la NA en funcidon del tipo de vacuna; respuesta heterotipica frente a otras

NAs del mismo y diferente clado; entre otros.

Como se ha comentado anteriormente, en este trabajo se analizaron los Acs anti-NA
y anti-HA previos a la vacunacion de la poblacion a estudio, con el fin de conocer su
inmunidad previa frente a cepas gripales clasicas y mds recientes del subtipo A(H1N1)
estacional y de la variante pandémica A(HIN1) pdm09. El motivo por el que se eligié el
subtipo A(H1IN1) en el estudio se debe a que es el subtipo gripal que mas tiempo ha
estado circulando en el ser humano desde el siglo XX. Los virus gripales del subtipo
A(H1N1) estacional con los que se trabajé para analizar la presencia de Acs antigripales
(anti-NA y anti-HA) fueron los siguientes: A/PR/8/1934, A/Weiss/1943, A/FM/1/1947,
A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007. Estas cinco cepas gripales fueron escogidas
porque representan en orden cronoldgico algunas de las cepas mas relevantes en la

historia natural de este subtipo.

Las cepas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943 son representantes de los virus gripales que
circularon en las décadas de 1930 y 1940, siendo cepas derivadas de la Gripe Espafiola.
Dichas cepas fueron ademas los dos primeros virus que formaron parte de las primeras
vacunas antigripales. En concreto, la cepa A/PR/8/1934 (denominada inicialmente
como AO siguiendo la nomenclatura antigua) fue la primera cepa incluida en la primera
vacuna monovalente frente a la gripe (133), pero poco después tuvo que incluirse la
cepa A/Weiss/1943 pues se comprobd que los virus de la gripe sufrian deriva
antigénica, y por tanto era necesario actualizar las vacunas estacionales (17). De esta
forma se creé la primera vacuna bivalente, integrada por dos cepas diferentes de un

mismo subtipo.

Durante la década de los 40 surgié una cepa desligada de las anteriores, la cepa
A/FM/1/1947 que se denomind como A-prime o A’). Esta cepa surgié de un drift
antigénico mucho mayor a lo esperable tras una epidemia estacional, causando lo que

algunos autores denominaron como la pseudo-pandemia de 1947 (40). Por otro lado,
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los analisis seroldgicos se realizaron también frente a cepas mas recientes del subtipo
A(H1N1) cldsico, las cuales pudieran haber primo-infectado a aquellos indidviduos mas
jovenes (15-64 afios). La cepa A/Brazil/11/1978 se eligid por estar relacionada
directamente con la cepa A/USSR/90/1977, siendo esta la cepa del subtipo A(HIN1)
clasico que re-emergié en 1977. Por otra parte, la cepa A/Brisbane/59/2007 fue la
Ultima cepa vacunal del subtipo A(H1N1) clasico antes de su extincién en el afio 2009.
Por ultimo, la cepa A/California/7/2009 (A(HIN1)pdmOQ9) se seleccioné como
representante del subtipo pandémico debido a la reciente pandemia de gripe porcina
acontecida en 2009. Esta cepa es la Unica del subtipo A(H1IN1) que estaba incluida en

las vacunas analizadas en este trabajo.

58



Objetivos
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Objetivos

La respuesta inmune humoral frente a la hemaglutinina y la neuraminidasa de los
virus de la gripe es uno de los elementos efectores o correlatos de inmunidad tras la
vacunacion estacional de gripe mas empleados. Su analisis debe permitir aportar

nuevos conocimientos que sirvan a las nuevas aproximaciones vacunales.

La hipdtesis de este trabajo fue determinar si existen diferencias cuantitativas y
cualitativas en la respuesta inmune humoral de Acs inhibidores de la hemaglutinina
respecto a la de la neuraminidasa y en la eficacia vacunal en términos de respuesta

seroldgica frente a dichos correlatos.

Objetivos principales:

El objetivo principal fue determinar la seroproteccidn basal y la respuesta serolégica
después de la vacunacién antigripal estacional en la poblacién a estudio, evaluando el
efecto de dicha vacunacion en la induccién de respuestas humorales protectoras
frente a virus de la gripe del subtipo A(H1N1) clasico y de la variante pandémica

A(H1N1) pdm09.

Implementar la técnica seroldgica ELLA (Enzyme-Linked Lectin Assay) paralelamente a
la Reaccidén de Inhibicién de Hemaglutinacién (RIH) para el andlisis serolégico de Acs
antigripales frente a la neuraminidasa y la hemaglutinina antes y después de la

vacunacion antigripal en la poblacién Castellanoleonesa.
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Objetivos secundarios:

1. Analizar los anticuerpos (Acs) basales anti-NA y anti-HA previos a la vacunacion
en la poblacidn de estudio frente a virus de la gripe de subtipo A (H1N1) clasico

y de la variante pandémica A (HIN1) pdmO09.

2. Analizar las diferencias seroldgicas basales de Acs anti-NA y Acs anti-HA frente

a las cepas gripales A (HIN1) en funcion de la edad.

3. Evaluar la respuesta humoral (Acs anti-NA y anti-NA) homodloga frente a la
variante pandémica A (HIN1) pdmQ9 y heteréloga frente a cepas cldsicas del
subtipo A (H1N1) estacional tras la administracién de la vacuna trivalente

anual.

4. Evaluar diferencias en la respuesta seroldgica producida frente a la HA y la NA

en funcién del tipo de vacuna administrada en la poblacién.

5. Evaluar la eficacia de la respuesta humoral frente a la HA y la NA tras |a
inmunizacién con vacuna antigripal en individuos adultos y 265 afios, con los

parametros de la EMA.

6. Establecer equivalencias entre los titulos de Acs observados frente a la HA

(inhibicion de hemaglutinacién) y la NA (ELLA) para determinar de forma

indirecta los correlatos de proteccidn necesarios para la NA.
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Material y métodos

DISENO DEL ESTUDIO

Se disefié un estudio retrospectivo observacional y analitico donde se analizaron
sueros pre y post-vacunales de dos grupos diferentes de individuos, una poblacién
mayor de 65 afios y otra de individuos de edad comprendida entre 15 y 64 afios. Estos
sueros fueron obtenidos en dos campafias de vacunacidn consecutivas (2013-2014 y
2014-2015) a través de la RCSCyL, en las que se dispuso tanto del suero pre-vacunal

como del suero post-vacunal del mismo individuo.

El estudio de la respuesta humoral de la poblacion frente a virus de la gripe se centré
en el analisis seroldgico de la produccién de Acs especificos frente a la hemaglutinina 'y
la neuraminidasa de virus de la gripe del subtipo clasico A(H1N1) y del subtipo

pandémico A(HIN1)pdm09.

MATERIAL
Procedencia de las muestras

Las muestras seroldgicas de los dos grupos de poblacién del estudio fueron
obtenidas gracias a la RCSCyL. Esta recogida de muestras serolégicas se encuentra
dentro del proyecto plurianual de la Gerencia Regional de Salud de la Junta de Castilla
y Ledn denominado “Vigilancia seroepidemiolégica de la gripe en la poblacion
Castellana y Leonesa”. Gracias a este proyecto, la 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 informacién orientado a la vigilancia epidemioldgica y de la salud que
requiere la colaboracién voluntaria y activa de distintos profesionales (132,134). Este
sistema consta de 30 médicos centinela distribuidos por toda Castilla y Ledn siguiendo
criterios de representatividad poblacional, que realizan un muestreo simple aleatorio
gue asegura la representatividad de toda la poblacién de la comunidad auténoma,

tanto en la remisidn de frotis faringeos para la vigilancia de las epidemias de gripe,
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como en la remisién 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.

Poblacion del estudio

Se eligieron dos cohortes de individuos, una poblacién mayor de 65 afios y otra de
individuos de edad comprendida entre 15-64 afios. Ambas cohortes habian sido
vacunadas con vacuna trivalente estacional frente a la gripe durante las temporadas

2013-14y 2014-15.

e Criterios de inclusion

Se incluyeron aquellos individuos mayores de 65 afios y de 15-64 afios de las
campanas 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 estimé que un periodo de 28 dias entre la inoculacidon y la extraccion del
suero post-vacunal aseguraba una respuesta inmune humoral completa frente a los

antigenos presentes en las vacunas administradas.

e Criterios de exclusiéon

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
gue la recogida de datos hubiera sido deficiente en alguno de los campos relevantes
para el estudio como el sexo, edad, fechas de extraccién de suero y/o tipo de vacuna

utilizada (adyuvada o fraccionada).

Finalmente se incluyeron un total de 160 individuos, siguiendo el siguiente esquema:

66



- 40individuos en la cohorte de individuos 15-64 anos de la temporada
estacional de gripe 2013-2014.

- 40 individuos en la cohorte de individuos >65 afios de la temporada estacional
de gripe 2013-2014.

- 40 individuos en la cohorte de individuos 15-64 anos de la temporada
estacional de gripe 2014-2015.

- 40 individuos en la cohorte de individuos >65 afios de la temporada estacional

de gripe 2014-2015.

Recogida y almacenamiento de muestras

La recogida de muestras seroldgicas se encuentra dentro del proyecto de “Vigilancia
seroepidemioldgica de la gripe en la poblacién Castellana y Leonesa”, regulada por la
Orden SAN/1593/2006 de 13 de octubre de 2006. Se obtuvo el consentimiento
informado y el reclutamiento de los Pacientes se realizé de acuerdo con la Ley
Organica de Proteccion de Datos, Derechos y Obligaciones del Paciente en materia de
documentacion clinica (BOE n2 298 de 14 de diciembre de 1999, Ley 41/2002). El
formulario de consentimiento informado esta dispuesto como Anexo | en el apartado
de Anexos. Las muestras seroldgicas se obtuvieron a través de los médicos de la
RCSCyL y fueron enviadas posteriormente al Centro Nacional de Valladolid (NIC de
Valladolid). A su llegada al centro, se realizé una centrifugacion de cada muestra a
3.500 rpm durante 10 minutos, y se recogié el suero en un tubo con su
correspondiente etiquetado, donde se incluyé la informacidn referente a la campafiia
vacunal en la que se recogié y un nimero correlativo segun el orden de llegada. Las

muestras de suero fueron almacenadas en congeladores de -202C hasta su uso.

Recogida de datos demograficos

Los datos demograficos de los individuos reclutados en el estudio fueron recogidos
por los médicos centinelas de la RCSCyL, utilizando el formulario dispuesto para tal fin
distribuido por la Consejeria de Sanidad de la Junta de Castillay Ledn (Figura 12y

Anexo ll). En el presente formulario se recogié el nombre y apellidos del paciente,

67



edad, sexo, fecha de extraccion de los sueros pre y post-vacunales, fecha de

inoculacién de la vacunay el tipo de vacuna utilizada.

A= Junta de
“l) Castilla y Led

arvidad

ANEXO II

PROGERAMA DE VIGILANCIA INTEGRADA DE LA GRIPE
RED CENTINELA SANITARTA DE CASTILLA Y LEON

FICHA DE REMISION DE SUEROS PREVACUNALES Y POSTVACUNABLES
2016-2017

Qué se debe recoger:
#3 prevacunales
*3 postvacunales, 4 semanas después de

ETIQUETA la vacunacion.
IDENTIFICACION:
Apellidos: Nombre:
Edad: _ Sexor
EXTRACCION:

1. Prevacunal  Fecha: | Nimero codigo de barras (& etiqueta)

2 ] Postvacumal Fecha: / MNimero codigo de barras (o etiqueta)

POBLACION DE RIESGO: 1.7 Sano
2.l Embarazada
2. Patologia de riesgo
3.0 Otros: especificar
VACUNACION:
Fecha:
Vacuna: Lote:

Figura 12. Formulario de recogida de los sueros pre y post-vacunales del programa de

vigilancia epidemioldgica de la RCSCyL.

Vacunas administradas a la poblacion de estudio

Los tipos de vacunas, el nimero de individuos en cada cohorte de poblacion
vacunados con cada tipo de vacuna y las cepas de gripales Ay B incluidas en las

temporadas vacunales anteriormente mencionadas se describen en las tablas 3y 4. El

68



grupo de individuos de 15-64 afios (denominado en este trabajo como grupo de
adultos) fue vacunado con dos vacunas diferentes durante las dos temporadas
analizadas, recibiendo en la temporada 2013-14 una vacuna inactivada de tipo
fraccionada elaborada en cultivo en huevos embrionados, y en la temporada 2014-15
una vacuna inactivada de antigenos de superficie elaborada en cultivo celular. El grupo
de mayores de 65 afios fue vacunado en sendas temporadas de gripe con vacuna
adyuvada inactivada. En la tabla 5 se recogen las cepas utilizadas en la formulaciéon de
las vacunas trivalentes anuales administradas a las distintas cohortes de poblacién en
las temporadas incluidas en el estudio. Para el analisis de datos comparando ambos
grupos de edad, los dos tipos de vacunas administradas a los individuos adultos se
manejaron como un solo tipo de vacuna, vacuna de tipo inactivado no adyuvada. Sin
embargo, para la comparacién de ambos cohortes de poblacidn joven-adulta entre las
dos temporadas analizadas, las vacunas administradas fueron comparadas segun su
diferente método de produccién como inactivada fraccionada (temporada 2013-14) e

inactivada de antigenos de superficie (temporada 2014-15).

Tabla 3. Vacunas trivalentes estacionales utilizadas y nimero de sujetos vacunados

con cada tipo de vacuna en la poblacién de estudio.

Grupo 15-64 aios Grupo 2 65 anos

(n2 individuos) (n2 individuos)

Temporada 2013-14 Vaxigrip® (40) Chiromas® (40)
Temporada 2014-15 Optaflu® (40) Chiromas® (40)

Tabla 4. Clasificacién de las vacunas trivalentes estacionales utilizadas segun tipo de

vacuna y casa comercial.

Tipo de vacuna Nombre comercial
Adyuvada Chiromas®
Fraccionada Vaxigrip®

Antigenos de
Optaflu®
superficie
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Tabla 5. Cepas de gripe Ay B incluidas en las vacunas trivalentes anuales administradas

en las temporadas 2013-14 y 2014-15.

Campaiia vacunal
Cepa vacunal 2013-2014 2014-2015
A(H1N1) A/California/7/2009 A/California/7/2009
H3N2 A/Victoria/361/2011 A/Texas/50/2012
B/Massachusetts/2/2012 B/Massachusetts/2/2012
° B/Brisbane/60/2008(cuadrivalente) | B/Brisbane/60/2008(cuadrivalente)

Cepas gripales A(H1N1) utilizadas en el estudio

Las cepas de gripe A(HLN1) analizadas en este trabajo fueron las siguientes: cinco
cepas gripales diferentes del subtipo estacional A(H1IN1) y una cepa del subtipo
A(H1N1) pandémico. Para la determinacién seroldgica de los Acs anti-gripales se
ensayaron todos los sueros recogidos frente a cada una de las seis cepas gripales H1

utilizadas para este estudio, como fueron las siguientes:
Cepas del subtipo A(HIN1)

- A/Puerto Rico/8/1934

- A/Weiss/1943

- A/Fort Monmouth/1/1947 (A/FM/1/1947)
- A/Brazil/11/1978

- A/Brisbane/59/2007

Cepas del subtipo A(HIN1)pdmQ9
- A/California/7/2009

Estas cepas fueron escogidas por su relevancia en la historia natural del subtipo A
(HIN1) desde su aparicion en 1918 (36) hasta su extincion en el afio 2009 con la

aparicion del nuevo subtipo pandémico A(HIN1)pdm0Q9 (135). Las cepas A/PR/8/1934,
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A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947 son tres cepas cldsicas que representan la deriva
antigénica de la Gripe Espafiola antes de la desaparicion del subtipo A(HIN1) en 1957.
Estas tres cepas fueron ademas las primeras cepas de gripe H1 que se incluyeron en las
primeras vacunas utilizadas en el ser humano. Tras la reemergencia de este subtipo en
el aio 1977 hasta su desaparicion en el 2009, dos cepas cldsicas relevantes del subtipo
H1 estacional fueron las cepas A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007.
A/Brisbane/59/2007 fue ademas la ultima cepa seleccionada como cepa vacunal del
subtipo clasico A(H1IN1) introducida en la vacuna antes la extincion de este subtipo, y

A/California/07/2009 como la primera cepa del subtipo A(HIN1)pdm09.

Las diferentes cepas gripales A(H1N1) fueron obtenidas por el Centro Nacional de

Gripe de Valladolid a través de distintos organismos:

e Lacepa A/PR/8/1934 fue suministrada por el National Institute for Biological
Standards and Controls (NIBSC, London, UK) donde fue previamente inactivada

con beta-propiolactona para su uso en condiciones BSL-II.

e Las cepas egg-adapted A/Weiss/1943, A/FM/1/1947 y A/Brazil/11/1978 fueron
suministradas por el Francis Crick Institute London WHO Collaboration Centre

(London, UK) y propagadas en el NIC de Valladolid.

e Las cepas A/Brisbane/59/2007 y A/California/7/2009 fueron obtenidas de los
reactivos de identificacidn de aislamientos de gripe suministrados por el

International Reagent Resource (IRR), USA.

METODOS
Propagacion de virus en cultivo en embrion de pollo

Todas las cepas gripales comentadas anteriormente, con excepcion de A/PR/8/1934,
fueron cultivadas en embrién de pollo en el NIC de Valladolid para la obtencién de
carga viral suficiente para los experimentos, y posteriormente almacenadas a -802C en
alicuotas hasta su uso. Estas cepas no fueron inactivadas por ningin método
previamente a su utilizacién ya que se trabajé en condiciones de bioseguridad

adecuadas.

71



Para la realizacion del cultivo de virus en embrion de pollo asi como de los estudios
seroldgicos se dispuso de un laboratorio de Bioseguridad tipo Il (BSL-Il) para el manejo
de los virus de la gripe utilizados. Este laboratorio estda completamente equipado con
el material inventariable y fungible necesario para la realizacién de los ensayos

seroldgicos, asi como para el cultivo de los virus que se utilicen en los experimentos.

Se realizd cultivo en huevos embrionados de gallina para aquellas cepas de gripe que
iban a ser utilizadas en las pruebas seroldgicas, con la Gnica excepcion de A/Puerto
Rico/8/1934). Para el cultivo, se seleccionaron huevos embrionados de gallina de 7-9
dias de incubacion (136). Inicialmente se realizé la observacién del embrién en cuarto
oscuro y con el fin de obtener un mayor rendimiento, se eliminaron aquellos huevos
en los que no se observaba movimiento del embrién ni se apreciaban ramificaciones
arteriovenosas como indicadoras de la viabilidad del embridn. Los huevos
embrionados fueron lavados previamente a la inoculacién del virus con una solucién

de yodo al 10% para evitar contaminaciones.

Con motivo de igualar presiones antes de inocular el virus, se realizaron pequenos
orificios en la cdmara de aire y en la cavidad alantoidea de cada huevo embrionado. Se
inocularon 200 pl del virus diluido al 1/10 mediante una jeringa de 1 ml graduada
(136,137). Esta se introduce de forma recta y aproximadamente las primeras dos
terceras partes de la longitud de la aguja con el fin de depositar el virus en la cavidad
alantoidea, sellando posteriormente los orificios de inoculacién con parafina para
mantener las condiciones asépticas del cultivo (Figura 13). Finalmente, los huevos
inoculados fueron incubados durante 3 dias a 359C hasta realizar la recogida o

harvesting del liquido alantoideo (LAL).
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Figura 13. Proceso de inoculacidon manual de virus de la gripe en huevos embrionados

de gallina. Extraido y modificado de: Karakus U. et al. Methods Mol Biol 2018
(1836):59-88 (137).

Previamente a la recogida del LAL, los huevos inoculados con el virus fueron
almacenados a -202C durante 45 minutos con el fin de eutanasiar al embridn siguiendo
los principios de Bioética y Bienestar Animal. De este modo, se permite ademas una
recogida mas limpia del LAL debido a la retraccién capilar que ocurre debido a las bajas
temperaturas. Posteriormente se procedid, con ayuda de unas tijeras previamente
esterilizadas, a la apertura del cascarén del huevo a través de la cdmara de aire,
recogiendo el LAL mediante pipetas Pasteur estériles y almacendndolo en tubos
estériles de 20 ml (Figura 14). Estos viales fueron almacenados durante 24 horas a 42C
para permitir la estabilizacién del titulo viral, y posteriormente se repitié el proceso de
cultivo para realizar un segundo pase en huevo embrionado de gallina para obtener
mayor carga viral. Los LAL obtenidos del primer y segundo pase fueron almacenados

en tubos eppendorf de 1,5 ml a -802C hasta su uso.
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Figura 14. Proceso de recogida o harvesting del liquido alantoideo (LAL). Extraido y

modificado de: Karakus U. et al. Methods Mol Biol 2018 (1836):59-88 (137).

Analisis filogenético de las cepas gripales A(H1N1) incluidas en el estudio

Con el objeto de conocer la distancia genética y la relacidn filogenética de las cepas
de gripe A(H1N1) utilizadas en los estudios serolégicos, se realizd un analisis de las
secuencias del gen de la HA y del gen de la NA de las cepas gripales A(H1IN1) incluidas
en el estudio. En dicho andlisis se incluyeron ademads cepas de gripe pertenecientes al
resto de subtipos de HA y NA descritos hasta el momento para realizar un arbol

filogenético completo.

Se realizé un analisis filogenético del gen de la NA de las cepas del subtipo A(HIN1) y
del subtipo A(H1IN1) pdmQ9 asi como de cepas de subtipos diferentes para estudiar las
relaciones filogenéticas entre esos virus. Las secuencias de las cepas de gripe utilizadas
en este estudio filogenético fueron extraidas de las bases de datos GISAID e Influenza

Research Database (IRD). En la Tabla 6 se detalla el nUmero de acceso de cada una:
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Tabla 6. Codigo de acceso de las secuencias del gen de la NA de las cepas gripales A

utilizadas en el estudio y de cepas pertenecientes a otros subtipos A gripales.

Subtipo |Cepa Cadigo acceso
A(HIN1) |A/PR/8/1934 EP1131282
A/Weiss/1943 AF494247
A/FM/1/1947 u02085
A/Brazil/11/1978 EP157802
A/Brisbane/59/2007 CY163776
A/California/07/2009 CY121680
A(H2N2) |A/Albany/22/1957 CY022013
A(H3N2) |A/Wisconsin/67/2005 CY163912
A(H4N2) |A/HongKong/951/1980 EPI3069
A(H5N1) |A/HongKong/378.1/2001 GU052089
A(H6N1) |A/China/G90/2011 EP11303375
A(H7N3) |A/Canada/rv504/2004 CY015006
A(H8N1) |A/Netherlands/7/2015 EP11307201
A(H9N2) |A/HongKong/1074/1997 EPI1061134
A(H10N1) |A/Bangladesh/8988/2010 EP11226301
A(H11N1) |A/Alberta/380/2017 EP11304255
A(H12N1) |A/Netherlands/83/2008 EP11307508
A(H13N1) |A/Netherlands/23/2011 EPI1307686
A(H14N1) |A/Wisconsin/100S3941/2010 EPI419084
A(H15N1) |A/Australia/341/1983 EPI3179
A(H16N1) |A/New Jersey/UGAI15-3459/2015 EP11305464
A(H17N1) |A/Guatemala/060/2010 EPI356309

Se realizé de igual manera un analisis filogenético del gen de la HA de las cepas del
subtipo A(H1N1) y del subtipo A(HIN1) pdm09 asi como de cepas de subtipos
diferentes para estudiar las relaciones filogenéticas entre esos virus. Las secuencias de
las cepas de gripe utilizadas en este estudio filogenético fueron extraidas de las bases
de datos GISAID e Influenza Research Database (IRD). En la Tabla 7 se detalla el

numero de acceso de cada una:
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Tabla 7. Codigo de acceso de las secuencias del gen de la HA de las cepas gripales A

utilizadas en el estudio y de cepas pertenecientes a otros subtipos A gripales.

Cddigo
Subtipo |Cepa acceso
A(HIN1) |A/PR/8/1934 EPI242408
A/Weiss/1943 EP1230628
A/FM/1/1947 EPI241812
A/Brazil/11/1978 EP157807
A/Brisbane/59/2007 EPI502144
A/California/07/2009 EPI680484
A(H2N2) |[A/Albany/22/1957 CY502145
A(H7N3) |A/Canada/rv504/2004 CY06116
A(H1N4) |A/Zhejiang/476/2013 EPI764814
A(H1N5) |A/New Jersey/Sg-00544/2008 | EPI455553
A(H1N6) |A/California/10064/2008 EPI1328172
A(H1N7) |A/Wisconsin/160S4004/2016 | EPI1154737
A(HINS8) |A/Korea/A10/2012 EPI1147945
A(H1N9) |A/Zhejiang/51043/2015 EPI1061190

Las secuencias de los genes de NA y HA fueron alineadas usando el algoritmo de
ClustalW BioEdit 7.2.3. El analisis filogenético se realizé utilizando el software MEGA
5.2. (Mega Software, Tempe, AZ, USA) y el mejor modelo de sustitucién de nucledtidos
fue predicho por la herramienta Best-Fit. El modelo “General Time Reversible” con
tasas distribuidas por rayos gamma, obtuvo la puntuacién mas alta del criterio de
informacién bayesiano. La reproducibilidad del arbol filogenético fue garantizada por
un andlisis de arranque de 1.000 réplicas. También se construyd una matriz de
similitud genética esta vez Unicamente para la neuraminidasa N1 y la hemaglutinina H1
de las cepas gripales A(H1N1) incluidas en el estudio, utilizando el algoritmo de
maxima verosimilitud. La similitud genética entre los diferentes virus de la gripe
A(HIN1) y A(HIN1) pdmO09 se expresé como porcentaje de la homologia genética (%
de similitud/100).
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Analisis seroldgicos para evaluar la presencia de anticuerpos frente a la gripe y de la

respuesta humoral a las vacunas estacionales. Ensayo ELLA y RIH

El andlisis seroldgico de los sueros en el presente trabajo fue realizado mediante
ensayo enzimatico ligado a lectina (Enzyme-Lynked Lectin Assay, ELLA) y mediante la
reaccion de inhibicién de hemaglutinacion (RIH) para analizar los anticuerpos anti-
gripales dirigidos frente a la neuraminidasa (NA) y hemaglutinina (HA)

respectivamente. Estos analisis fueron realizados en los sueros pre y post-vacunales.

En este primer apartado del andlisis serolégico se describe el fundamento del ensayo

ELLA para la medicion del titulo de Acs anti-NA asi como su protocolo de trabajo.

e Fundamento del ensayo ELLA — Andlisis de Acs frente a la NA

El ensayo ELLA es un método practico para medir los titulos de Acs anti-NA en
suero. Aunque el ensayo ELLA fue descrito por Lambré y colaboradores en 1990, su
aplicaciéon como ensayo seroldgico ha sido mas reciente, utilizdndose por algunos
laboratorios como método para medir los titulos de Acs anti-NA en muestras clinicas.
En el presente trabajo, la determinacién de la presencia de Acs anti-NA en sueros pre y
post-vacunales en poblacién vacunada frente a la gripe se realizé6 mediante el ensayo

ELLA.

El ensayo ELLA se lleva a cabo en placas de 96 pocillos con fondo plano recubiertas
con fetuina, una proteina de suero altamente glucosilada, como sustrato para la NA. Si
existe actividad neuraminidasa en la suspension preparada por acciéon enzimatica de
este antigeno viral, se liberan los acidos sidlicos terminales de la estructura
glucoproteica de la fetuina, dejando al descubierto el penultimo azlcar, la galactosa.
La cantidad de acido sidlico liberado se determina quimicamente mediante un
conjugado enzimatico. La intensidad de la reaccién colorimétrica se puede cuantificar
mediante un espectrofotdémetro a una longitud de onda de 490 nm. La densidad dptica

(DO) medida va a ser proporcional a la actividad de la NA viral.
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Siguiendo el esquema representado en la figura 15, los pasos a realizar en este

ensayo seroldgico se pueden resumir en lo siguiente:

1. Al afadir distintas diluciones del virus, la actividad neuraminidasa de este
escindira el acido sialico de la fetuina (sustrato) y deja libre los terminales de

galactosa de la misma (el virus “desializa” la fetuina).

2. La aglutinina derivada del cacahuete (PNA, Peanut Agglutinin) es una lectina
con especificidad para la galactosa que se une a residuos terminales de
galactosa. La liberacion de los residuos de la galactosa de la fetuina puede ser
cuantificada utilizando un conjugado de PNA con peroxidasa de rdbano picante
(HRPO, Horseradish Peroxidase) denominado como PNA-HRPO (aglutinina-

peroxidasa).

3. Se afiade el sustrato (OPD, o-Phenylenediamine Dihydrochloride) cromégeno
especifico de la peroxidasa. La reaccion enzimatica del conjugado PNA-HRPO
con el sustrato OPD da lugar a un cambio de color que puede ser medido
mediante el analisis de absorbancia a una A de 490 nm. La densidad 6ptica (DO)

medida va a ser proporcional a la actividad de la NA del virus.

Con este ensayo serolégico se puede determinar la actividad NA del virus, pudiendo
ademas determinar de manera indirecta la presencia o no de Acs anti-NA en el suero
humano y su titulo. Si se parte de un ensayo en el que trabajamos con diluciones
seriadas de un suero problema y con un virus gripal determinado, los Acs anti-NA que
hubieran presentes en el suero problema bloquearian la accidén enzimatica sobre el
sustrato de fetuina por parte de la NA de la cepa gripal. Considerando que la DO es
directamente proporcional a la actividad NA del virus, la cantidad de anticuerpos anti-

NA serd inversamente proporcional a la DO observada.
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1. Placa revestida de fetuina

Fetuina: fraccion proteica — fraccion glucidica — galactosa — ac. sialico

2. Adicién del virus gripal o cantidad estandarizada de neuraminidasa (NA)

NA

Fraccién proteica — fraccién glucidica — galactosa T ac. Sialico
Fraccion proteica — fraccidn glucidica — galactosa

3. Adicién del conjugado enzimatico (PNA-HRPO)

Fraccion proteica — fraccién glucidica — galactosa: PNA-HRPO

4. Adicién del sustrato cromégeno (OPD)

OPD
Fraccién proteica — fraccion glucidica — galactosa: PNA-HRPO g, Sefial (DO)

Figura 15. Esquema general del ensayo enzimatico ligado a lectina (ELLA) para la
determinaciéon enzimatica de la glucoproteina Neuraminidasa (NA). Extraidoy

modificado de: Food and Drug Administration (FDA) (138).

e Protocolo de trabajo del ensayo ELLA

El ensayo serolégico ELLA fue inicialmente descrito por Lambré et al., en 1990 (125),
pero su aceptacién como un ensayo seroldgico estandar ha sido mas reciente, con
numerosos laboratorios que realizan el ensayo para medir los titulos de Acs anti-NA en
muestras clinicas (66,68,73,126). El protocolo del ensayo ELLA descrito a continuacion
hace referencia al formato prdctico que actualmente siguen los laboratorios para la

evaluacidn de rutina de la respuesta de anticuerpos humanos frente a la NA gripal.
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Preparacion de las placas recubiertas de fetuina

Para el ensayo ELLA, se requiere recubrir placas de 96 pocillos y fondo plano en el
laboratorio con fetuina antes de realizar los experimentos. Se describen a

continuacion:

1. Preparar una solucién tampon mediante la mezcla de 10 ml de tampdn de

recubrimiento (10x coating buffer) con 90 ml de agua desionizada.

2. Preparar una solucion de stock de fetuina a 25 mg/ml en 100 ml de tampdn de
recubrimiento. Esta solucidn de stock de fetuina se va a almacenar en alicuotas

delmla-20°C.

3. Inmediatamente antes de cada ensayo serolégico, se debe preparar una
solucién de trabajo de fetuina (25 pg/ml) para revestir las microplacas de 96
pocillos. Para conseguir esa solucion trabajo de fetuina, se diluye 1 ml de
fetuina a 25 mg/ml (preparada en el paso 2) en 99ml de tampdn de

recubrimiento.

4. Utilizar una pipeta multicanal para dispensar 100 ul de la solucién de trabajo de

fetuina en cada uno de los 96 pocillos de cada placa.

5. Cubrir cada placa con un papel transparente y luego colocar las placas en

grupos de 10.

6. Colocar las placas en un refrigerador (2-8 ° C) durante al menos 18 h antes de
realizar un ensayo. Las placas pueden estar almacenadas con la soluciéon de

fetuina a 2-8 ° C durante un méaximo de 2 meses antes de realizar los ensayos.

Titulacion de los virus de la gripe

Para poder realizar los ensayos seroldgicos, es necesario realizar una titulaciéon
previa de los virus de la gripe para realizar diluciones homogéneas del virus para los
test. Esta titulacion fue realizada para cada uno de los distintos virus gripales para los

gue se realizaron los ensayos seroldgicos.

80



La titulacion de los virus supone un paso en el ensayo que necesita de dos dias para
su realizacién. El primer dia se preparan las diluciones del virus, que se transfieren a
una placa revestida de fetuina y se deja incubar de 16 a 18 horas a 37°C. Al segundo
dia se afiade el complejo enzimatico (enzima y sustrato cromdforo) y se lee la reacciéon
enzimatica que nos dara el titulo del virus, pudiendo calcular posteriormente la
dilucién estandarizada necesaria para el ensayo ELLA. Este paso de titulacion del virus

se ha de realizar cada vez que se haga un nuevo ensayo ELLA.

Para la titulacién de cada uno de los diferentes virus gripales a ensayar se siguieron

detalladamente los siguientes pasos:

A) Preparacién de la dilucién del virus (Figura 16):

1. Descongelar un tubo eppendorf del virus y conservar en hielo. No es

aconsejable volver a congelar por la posible pérdida de carga viral.

2. Utilizar placas de microtitulacién de 96 pocillos con fondo en “U” para la

dilucidn del virus.
3. Alicuotar 120 ul de diluyente en cada pocillo de la columna 2 a la columna 11.
4. Alicuotar 216 ul de diluyente en cada pocillo de la columna 1.

5. Vortear el vial del virus y afiadir 24 ul de virus a la columna 1. Esto da una

dilucién inicial del virus 1:10 (24 pl virus/240 pl).

6. Realizar diluciones seriadas del virus, transfiriendo 120 pl de la columna 1 hasta

la columna 12, desechando los ultimos 120 pl.

Hasta este paso se realizan las diluciones seriadas del virus en una placa de micro-
titulacion estéril, no revestida de fetuina. A continuacion, se transfieren las diluciones

seriadas del virus a una placa recubierta de fetuina.
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1. 120 pl diluyente en todos los pocillos (columnas 22 11)
2. 216 pl diluyente + 24 pl virus (dilucion 1:10) en la columnal.

3. Diluciones seriadas del virus, transfiriendo 120 pl de la columna 1212
desechando los dltimos 120 pl.
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4. Transferir 50 ul de la dilucion previa correspondiente del virus al pocillo correspondiente
de la placa con fetuina. Realizar por duplicado.

Figura 16. Esquema de la preparacién de diluciones seriadas del virus para su

titulacién. Extraido y modificado de: Gao J. et al. J Vis Exp 2016 (115): e54573 (67).

B) Transferir las diluciones seriadas del virus a una placa revestida de fetuina:

1. Lavar las placas revestidas de fetuina previamente 3 veces con PBS-Tween.
Quitar el exceso del buffer con papel absorbente para eliminar el exceso de las

paredes de los pocillos.

2. Afadir 50 ul de diluyente de la columna 1 a la columna 11 en la placa revestida

de fetuina.

3. Anadir 100 pul de diluyente a la columna 12 (control negativo).
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4. Transferir 50 pl de la dilucion previa correspondiente del virus (de la placa U
estéril) al pocillo correspondiente de la placa con fetuina. Realizar por

duplicado.
5. Cubrir cada placa con un adhesivo de aluminio o transparente.

6. Incubar las placas a 37 °C durante al menos 16-18 horas.

C) Medir la actividad enzimatica de la neuraminidasa (NA) del virus:

1. Destapar las placas.

2. Lavar 6 veces con el PBS-Tween y eliminar todo el exceso con papel absorbente.
3. Afadir 100 pl del conjugado PNA-HRPO en todos los pocillos.

4. Incubar las placas durante 2 horas a temperatura ambiente.

5. Preparar el sustrato OPD 15 minutos antes del siguiente paso.

6. Lavar las placas 6 veces con la solucién de lavado PBS-T.

7. Anadir 100 ul del sustrato OPD a todos los pocillos.

8. Incubar las placas durante 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

Durante este tiempo controlar la variacién del color.
9. Parar la reaccién enzimatica con 100 ul de acido sulfurico a concentracion 1 N.

10. Leer las placas a 490 nm.

D) Analisis y seleccién de la dilucién del virus para el ensayo ELLA:

1. Usar el programa Excel para hacer grafica de los valores de densidad dptica

(DO) a 490 nm respecto a las diluciones de virus.
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2. Observar la curva de titulacion del virus, identificando la sefial maximay la
minima (control negativo/no virus) y la relacion lineal de la curva de las

distintas diluciones del virus.

3. Para mejorar la precision y sensibilidad, seleccionar una dilucién del virus que a
490 nm ofrezca una seial cercana a la maxima, pero dentro de la linea de la
meseta. La dilucion del virus mas apropiada es aquella que corresponda a un
90-95 % de la sefial maxima (generalmente 1/60, 1/80...) (Figura 17). Dicha
dilucién del virus debe usarse para todos los ensayos con el mismo stock del
virus. Una vez realizada la titulacion de cada virus, se procede al montaje del

ensayo ELLA trabajando con los sueros problemay el virus en placas de fetuina.

Ejemplo de resultados ( A 490nm vs. dilucion del virus)

A/Weiss/1943

2.5

1.5

0.5

20 40 80 160 320 640 1280 2560

La dilucién de virus mas apropiada es aquella que corresponda a un 90-95 % de la
sefial maxima. En este caso, la dilucién seleccionada fue de 1:60.

Figura 17. Ejemplo de lectura de la titulacidn de la cepa A/Weiss/1943. La dilucidn
Optima se encontrara en el 90-95% de la sefial maxima, que en este ejemplo se
corresponde con una dilucidn 1/80. Extraido y modificado de: Gao J. et al. J Vis Exp

2016 (115): e54573 (67).
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Tratamiento previo de los sueros

La presencia de inhibidores inespecificos de la actividad NA en los sueros humanos
puede provocar resultados andmalos en el ensayo ELLA, por lo que es necesaria su
eliminacidn previamente a la realizacion de los experimentos. Estos inhibidores
inespecificos son generalmente termoldbiles y destruidos mediante un tratamiento
térmico. Con el fin de evitar descongelaciones multiples, todos los sueros (pre y post-
vacunales) fueron previamente alicuotados en seis alicuotas destinadas cada una de
ellas para el ensayo frente a cada uno de los virus del estudio. Cada alicuota de suero
se incubd previamente a cada ensayo en un bafio de agua a 56 °C durante 45-60

minutos.

Ensayo enzimatico ligado a lectina (ELLA) de los sueros

A) Preparacién de diluciones seriadas de las muestras de suero (Figura 18):

1. Colocar las muestras de suero inactivadas por calor en el hielo.

2. Paraun conjunto de 8 sueros a testar por placa, realizar una dilucion inicial de 1:10
de los sueros. Para ello, en la columna 2, afiadir 216 ul de diluyente y 24 pl de cada
muestra de suero. Mezclar la muestra en el pocillo pipeteando arriba y abajo 3

veces para conseguir una dilucion de la muestra homogénea.
3. Afadir 120 ul de diluyente a todos los pocillos de las columnas 3-11.

4. Realizar diluciones del suero, transfiriendo 120 ul de la columna 2 hasta la columna

11, desechando los ultimos 120 pl.
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1. Columna 2: 216 pl diluyente + 24 pl suero.
2. 120 pl de diluyente a todos los pocillos de las columnas 3-11.

3. Realizar diluciones del suero, transfiriendo 120 pl de la columna 2->11

desechando los ultimos 120 pl.

Figura 18. Preparacion de diluciones seriadas de las muestras de suero para la
realizacion del ensayo ELLA. Extraido y modificado de: Gao J. et al. J Vis Exp 2016 (115):
e54573 (67).

B) Preparacién de los virus a testar en el ensayo:

1. Descongelar un vial de virus, vortear y resuspender el virus en el diluyente para

conseguir la dilucion del virus seleccionada previamente en la titulacién del virus.

2. Preparar al menos 5 ml de suspension de virus por cada placa de ensayo. Mantener
la dilucién del virus en hielo o refrigerada a 5°C hasta que se laven las placas y las

muestras de suero se hayan afiadido a la placa.

C) Adicion de las diluciones seriadas de los sueros y suspension de virus a la placa

revestida de fetuina:

1. Decidir sobre el nUmero de placas recubiertas de fetuina que son necesarias para el
ensayo (generalmente se ensayan 4 sueros por placa, de modo que cada suero se

testa por duplicado).
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D)

Se lavan las placas revestidas de fetuina 3 veces con PBS-Tween. A continuacion, se
invierten las placas sobre una toalla de papel absorbente para eliminar el exceso de

tampon de lavado.

Utilizar una pipeta multicanal para transferir 50 ul de cada dilucion del suero de la
placa de dilucidn a la placa revestida de fetuina siguiendo la misma disposicion de
los pocillos (de columna 2 a columna 11). Tener en cuenta que del pocillo de la
placa de dilucién (con fondo en “U”) se debe transferir dos veces consecutivas a la
placa con fetuina para conseguir una transferencia de las diluciones seriadas de
cada suero por duplicado (es decir, se utilizan dos filas consecutivas de la placa de

fetuina para cada suero).

Afadir 50 ul de virus diluido a todos los pocillos excepto en la columna del control

negativo (columna 12).
Anadir 50 ul de diluyente a todos los pocillos de la columna 12 (control negativo).

Cubrir cada placa con un adhesivo de aluminio o transparente. A continuacion
agitar suavemente las placas de forma manual o mediante la colocacién de éstas
en un agitador de placas a velocidad moderada durante 10 segundos para

conseguir una correcta mezcla de virus y suero en todos los pocillos

Incubar las placas a 37 °C durante al menos 16-18 horas.

Adicién del conjugado enzimatico v sustrato para la lectura de placas:

Lavar las placas 6 veces con tampdn de lavado (PBS-Tween). A continuacion, se
invierten las placas sobre una toalla de papel absorbente para eliminar el exceso de

tampodn de lavado.

Afiadir 100 ul a cada pocillo de la solucién PNA-HRPO (a la dilucién predeterminada
1:1000).

Incubar las placas durante 2 horas a T ambiente.

Lavar las placas 3 veces con tampdn de lavado (PBS-Tween) y secar con el papel

absorbente para eliminar el exceso remanente.

87



E)

Anadir 100 pl del sustrato OPD a todos los pocillos.

Incubar las placas durante 10 min a T ambiente en oscuridad. Durante este tiempo

ir controlando que va variando el color.
Parar la reaccion enzimatica con 100 pl de acido sulfurico a concentracién 1 N.

Leer placas a 490 nm.

Analisis de los resultados y calculo del titulo de Acs anti-NA de los sueros:

E.1. Determinar la validez de los resultados del ensayo:

Confirmar que los valores del control negativo (sin virus y sin suero) estan a menos
del 10% del valor de la sefial analitica emitida (DO) por el control positivo (virus y

no suero).

Confirmar que las mediciones de densidad éptica (DO) de los pocillos de control
negativo son consistentes (<20% de diferencia) y que las mediciones de densidad
Optica de los pocillos para muestras duplicadas de sueros son consistentes (<10%

de diferencia).

Determinar la causa raiz de los resultados no validos y repetir el ensayo si los

criterios enumerados anteriormente no se cumplen.

E.2. Calculo del titulo de Acs anti-NA de los sueros:

Para cada placa de ensayo, se calcula la media de los valores de densidad éptica

(DO) de todos los pocillos del control negativo (columna 12). Este valor promedio

Ill

hace referencia al “ruido de fondo” o “background” de cada lectura de placa.

Restar el “ruido de fondo” a todas las lecturas.

Calcular el porcentaje de inhibicién a cada dilucién de suero usando la formula:

[(DO control de virus - DO suero) / DO control de virus] x 100
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4. ldentificar la mas alta dilucion del suero que produce al menos un 50% de la
inhibicidon de la maxima sefial. Esa dilucién de suero seleccionada es la que produce

un 50 % de la inhibicién de la actividad del virus (Figura 19).

5. Reportar el reciproco de esta dilucién, que corresponde con el titulo de Acs anti-NA

en dicho suero frente a la cepa de virus estudiada.

35 -
3 -
——A/Weiss/1943
25 -
E 2
c
& 50%
<
O 15 -
[a]
1 -
05 -
D T T T T T T T T T T - 1
1/10 1/20 1/40 1/80 1/1e0 1/320 1/e40 1/1280 1/3560 1/5120 1/10240
Dilucién del suero problema

Figura 19. Calculo del titulo de Acs anti-NA en el suero problema: identificar la dilucién
mas elevada del suero que produce al menos un 50% de la inhibicion de la sefal
maxima. El reciproco de esta dilucidn corresponde al titulo de Acs anti-NA del suero

problema frente a la cepa de virus estudiada (A/Weiss/1943 en este caso).
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En la figura 20 se representa un ensayo seroldgico ELLA realizado frente a las cinco
cepas gripales del subtipo A(H1IN1) estacional y la cepa A/California/7/2009 (A(H1IN1)

pdm09), incluidas en este trabajo.

Figura 20. Ensayo seroldgico ELLA frente a las cinco cepas gripales del subtipo A(HIN1)
estacional y la cepa A/California/7/2009 (A(H1IN1) pdm09), incluidas en este trabajo.
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= Fundamento del ensayo RIH - Analisis de Acs frente a la HA

El andlisis seroldgico de los sueros en el presente trabajo fue realizado también
mediante reaccion de inhibicion de hemaglutinacion (RIH). Este ensayo permite
analizar la presencia de anticuerpos frente a la cabeza de la hemaglutinina de los virus

de la gripe.

La RIH es el método mas utilizado actualmente para detectar y cuantificar Acs frente
a la HA de virus de la gripe en muestras seroldgicas, tanto humanas como animales
(117-119). Esta metodologia es utilizada en muchos laboratorios para analizar la
respuesta humoral a la vacunacidn, para realizar estudios de eficacia seroldgica
vacunal, asi como estudios seroepidemiolégicos con el fin de analizar la susceptibilidad
de distintas poblaciones frente a la gripe (44,120,121). El ensayo RIH es una técnica
utilizada para realizar la caracterizacidon antigénica de los virus de la gripe utilizando
antisueros de animales previamente infectados. Es ademas la prueba recomendada
por la OMS para la determinacién de las caracteristicas antigénicas de los virus de la

gripe en el Programa Mundial de Vigilancia de Gripe (65,119).

Este método seroldgico esta basado en la capacidad de los virus de la gripe en
aglutinar hematies de diferentes especies animales. La aglutinacidén ocurre a través de
la union de la HA del virus al acido sialico presente en la superficie de los hematies. El
numero de hematies aglutinados es proporcional al contenido de HA y puede utilizarse
para estimar la cantidad de virus que existe en una dilucién. Asi mismo, en presencia
de un suero que posea Acs especificos frente a un virus, estos formaran con el virus un
complejo antigeno-anticuerpo que inhibira la unién del virus con los hematies. El
procedimiento clasico de la RIH utiliza una suspension del 0,5 % de hematies
mezclados e incubados con la suspensién del virus, con un control negativo que sdlo

contiene hematies, y un control positivo que contiene hematies y viriones (139).
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El ensayo de RIH implica la interaccion de hematies, anticuerpos inhibidores

especificos de la HA (Acs anti-HA) y virus de la gripe. Pueden ocurrir tres supuestos en

este ensayo seroldgico cuando se realiza en placas de microtitulacidn con fondo en “V”

(figura 21):

1)

2)

3)

Ante la ausencia del virus, los hematies en una solucion se depositaran por
gravedad en el fondo de un pocillo de la placa de microtitulacion y tendran la

apariencia de un punto rojo (representacion A de la figura 21).

En presencia de virus, la HA presente en su superficie se une especificamente al
acido sialico presente en la superficie de los hematies. Cuando se da este
fendmeno, se forma una malla o reticulo entre los virus y los hematies que es
observable de forma macroscépica. Esto se denomina “hemaglutinacion” y se
representa mediante la formacién de la estructura reticulada, que se muestra en

la representacion B de la figura 21.

En presencia de Acs capaces de reconocer especificamente la HA de
determinados virus de la gripe, estos se uniran a la proteina HA y evitaran que el
virus y los hematies se unan, y por lo tanto, que no ocurra la hemaglutinacién. En
este caso, ocurre la “inhibicion de la hemaglutinacion” (representacion C de la
figura 21). Esto provocard que los hematies precipiten observandose su
sedimentacion en el fondo del pocillo observandose un punto rojo. Este punto

rojo adquiere forma de lagrima si se inclina la placa de microtitulacidn.
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Figura 21. Esquema de los tres supuestos posibles en una prueba de reaccién de
inhibicién de la hemaglutinacion (RIH). A, en presencia Unicamente de hematies, estos
se depositan y forman un punto rojo (Sin reaccién, No hemaglutinacion). B, en
presencia de virus y hematies, estos interaccionan formando un reticulo, pudiendo
observarse macroscopicamente como una malla sobre el pocillo (Hemaglutinacién). C,
en presencia de anticuerpos especificos, los virus de la gripe serdn neutralizados por
estos y la HA no podrd unirse al acido sidlico de los hematies. Estos se depositaran en
el fondo del pocillo observandose un punto rojo (Inhibicion de hemaglutinacidn)

Modificado de: Caracterizacion antigénica. CDC (140).

e Protocolo de trabajo del ensayo RIH

Extraccion de sangre de gallina y su procesado

Como se ha comentado anteriormente, el ensayo RIH se basa en la propiedad que
tienen los virus gripales de aglutinar hematies de distintas especies animales. Para el

montaje del ensayo RIH se deben utilizar hematies de distintas especies animales en
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funcién del virus gripal analizado. Para ensayos serolégicos frente al subtipo A(HIN1) y
A(H1IN1)pdmO09, se utilizan preferentemente hematies de gallina. La sangre fue
obtenida por el personal del Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Valladolid por puncién intracardiaca con aguja hipodérmica de 18G, siguiendo los
principios de Bioética y Bienestar Animal. La extraccidn de sangre se realizé en al
menos tres gallinas diferentes con el fin de evitar errores debido a la variabilidad

individual de cada animal.

Procesado y limpieza de la sangre

Para el procesado y limpieza de la sangre extraida con el objeto de su correcta

utilizacién en el ensayo, se realizd el siguiente protocolo:

1. Filtrar la sangre a través de una gasa estéril y diluirla a razén de 1:30 en solucion
anticoagulante Alsever para evitar la coagulaciéon de esta.

2. Centrifugar la sangre diluida durante 10 minutos a 2500 rpm. Tras esta
centrifugacion, se elimina el sobrenadante (mezcla de suero y solucion
anticoagulante Alsever) y se retira la capa de leucocitos (buffy coat) depositada en
la superficie del sedimento de hematies con ayuda de una pipeta Pasteur de punta
fina.

3. A continuacidn se realiza una serie de cuatro centrifugaciones de la sangre durante
10 minutos a 2500 rpm, seguidas cada una de un lavado. El primer lavado se realiza
con Cloruro Sddico mientras que los siguientes lavados se realizan utilizando PBS

hasta observar la ausencia de leucocitos.

Preparacion de las diluciones de hematies

Después de la limpieza de la sangre, la suspensidon de hematies obtenida ha de ser
diluida a la concentracidn requerida para su uso. Para el tratamiento previo de los
sueros, la concentracion requerida de hematies es del 50%, mientras que para el uso
en la titulacién de los virus gripales y el ensayo RIH la concentracion utilizada fue del
0,5%. Para obtener estas diluciones, se realizd un hematocrito y se diluyd la sangre en

solucién PBS en funcién de la cantidad necesaria para la reaccion.
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Tratamiento de los sueros

La presencia en sangre de inhibidores inespecificos de la actividad hemaglutinante del
virus puede inferir en los resultados del ensayo seroldgico. Existen tres tipos distintos
de inhibidores inespecificos: de tipo a (inhibidores estables a la temperatura); de tipo
B (inhibidores sensibles a la temperatura); y de tipo y (inhibidores estables a la
temperatura y RDE sensibles). Para la inactivacidon de estos inhibidores previamente a
la realizacion de los ensayos seroldgicos, se realizé un tratamiento de los sueros que
incluyé la adicién de un enzima (RDE, Receptor Destroying Enzime), seguida de una

inactivacion por temperatura. Los pasos se describen a continuacion:

1. Diluir 100 pl de cada suero en 300 pl de RDE hasta alcanzar una disolucién del
suero en RDE a razdn de 1:4, manteniendo estos durante 17 horas a 372C para la
inactivacion dependiente del RDE de los inhibidores inespecificos termoestables.

2. Incubar en bafio maria a 562C durante 45 minutos para inactivar el RDE y eliminar
los inhibidores inespecificos termolabiles.

3. Afadir 600 pl de PBS para obtener una dilucién final del suero de 1:10 (dilucion de
stock del suero).

4. Dispensar 100 pl de suspensidén de hematies al 50% para realizar la adsorcién
previa, centrifugdndose 10 minutos a 2500 rpm.

5. Recoger el sobrenadante de cada suero y almacenarlo en tubos eppendorf

etiquetados hasta su utilizacién en congeladores de -202C.

Previamente al uso de estos sueros en cada ensayo serolégico mediante RIH, se
realizd una des-complementacidn de los mismos incubandolos durante 30 minutos a

56°C.

Titulacién de los virus de la gripe

El objetivo de la titulacidn es conocer la concentracion del virus disponible para
poder realizar una dilucién normalizada para los ensayos seroldgicos. Previamente a
cada ensayo seroldgico, se realizd una titulacién de cada uno de los distintos virus

gripales, siguiendo el siguiente protocolo:
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1. Serealizan 3 diluciones diferentes de cada virus en PBS (1/10, 1/50 y 1/100). Cada
una de estas diluciones se realiza por duplicado. La titulacién se realiza en placas
de micro-titulacion de 96 pocillos con fondo “V” debido al uso de sangre de gallina.

2. Se dispensan 50 ul de PBS a cada pocillo en toda la placa, exceptuando en la
primera columna (Unicamente dilucién del virus).

3. Posteriormente se dispensan 50 pl de virus diluido en los pocillos primero y
segundo de cada fila segun las diluciones previamente descritas.

4. Se realizan 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 descarta el ultimo volumen de la pipeta después de realizar la tltima dilucién
doble.

5. Posteriormente se afiaden 50 ul de hematies diluidos al 0.5% en todos los pocillos
de la placa y se incuba a temperatura ambiente durante 45 minutos hasta su
lectura.

6. Para asegurar la validez del ensayo, se incluye un control negativo (ultima fila de la
placa de microtitulacién) en el que solo se dispensan 50 pl de PBS y 50 ul de la

suspension de hematies diluidos al 0.5% en cada pocillo.

Lectura e interpretacion de la titulacion del virus hemaglutinante

La interpretacion de los resultados obtenidos en la prueba de RIH se realizé
inclinando la placa de microtitulacidén a 60-70° sobre una superficie blanca. Se
determiné como titulo hemaglutinante la dilucién mds alta de virus (pocillo) en la que

se observara hemaglutinacién completa (figura 22).
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Figura 22. Esquema de un ensayo de titulacidon por hemaglutinacién de un virus. Esta
muestra del virus presenta un titulo hemaglutinante de 1:80, ya que el pocillo de esta
dilucién es el ultimo que muestra hemaglutinacion completa. Fuente: Caracterizacion

antigénica. CDC (140).

Para la correcta interpretacion de los resultados, se determiné como titulo
hemaglutinante la dilucién mas alta en la que se observara hemaglutinacién completa,
determinada como ausencia de ldgrima de sangre en la posicidon inclinada de la placa

de microtitulacién a 60-70° (figura 23).

A) B) C) D) E)

Figura 23. Lectura e interpretacién de los resultados obtenidos en la reaccién de
inhibicién de hemaglutinacion (RIH) en placa de microtitulacién. A) hemaglutinacién
positiva completa; B) hemaglutinaciéon positiva débil; C, D y E) hemaglutinacién

negativa.

Una vez obtenido el titulo hemaglutinante de cada dilucién de virus por duplicado,
se debe obtener la media de todas las lecturas para hayar la titulacién exacta del
antigeno viral. Para ello se realizé una media aritmética de los titulos. Para que el titulo
del virus sea comparable con el resto de resultados, es necesario realizar una

normalizacién del titulo para obtener 4 unidades hemaglutinantes (4 UH). Para ello, se
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dividio el titulo obtenido entre 4, y se comprobd que se tenian 4UH de cada virus antes

de cada experimento mediante otra titulacion.

Ensayo RIH para la titulacidn de sueros

El objetivo de la RIH es conocer el titulo de anticuerpos hemaglutinantes (Acs anti-
HA) presentes en los sueros de la poblacidn estudiada. Para su realizacidn se utilizaron
placas de micro-titulacion de 96 pocillos con fondo “V”. El protocolo del ensayo se

describe a continuacién:

1. Dispensar 50 pl de PBS en todos los pocillos excepto la segunda columna. En esta
columna se dispensard Unicamente el suero problema, disuelto anteriormente a

una dilucién 1/10 tras el tratamiento de los sueros (dilucién de stock).
2. Dispensar 50 ul de suero en el primer pocillo (control de suero), segundo y tercero.

3. Realizar las diluciones seriadas del suero a partir del tercer pocillo, traspasando un

volumen de 50 ul del contenido de cada pocillo hasta el siguiente.

4. Dispensar 25 pl del Ag virico (previa una concentracién comprobada de 4UH) en

cada pocillo a excepcién de la primera columna (control de suero).

5. Cubrir la placa, agitar ligeramente y dejar incubar a temperatura ambiente durante

1 hora.

6. Tras esta incubacién, afiadir 50 pl de la suspensién de hematies al 0,5% en todos
los pocillos de la placa de microtitulacidn. Previo a esto, homogeneizar la

suspension de hematies para evitar que los hematies sedimenten.

7. Cubrir las placas con adhesivo, agitar ligeramente y dejar incubar a temperatura

ambiente durante 45 minutos.

En el ensayo se incluyeron controles positivos (PBS + virus + hematies) y controles
negativos (PBS + hematies), ademas de los anteriormente mencionados controles de
suero en la primera columna de cada placa. Dichos controles de suero sirven para
comprobar que no existen inhibidores inespecificos en el mismo que supongan una

distorsion de los resultados.
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Lectura e interpretacion del ensayo seroldgico de RIH

La interpretacidn de los resultados en el ensayo RIH de los sueros se realizd
inclinando la placa de micro-titulacidn a 60-70° sobre una superficie blanca. Se tomé
como titulo de Acs anti-HA la ultima dilucidn de suero en la que se observé inhibicién

de hemaglutinacién completa como se muestra en la Figura 24.

1:10
1:20
1:40
1:80
1:160
1:320
1:640
1:1280

Figura 24. Esquema de un ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (RIH). Este
ejemplo muestra una titulacién del suero problema de 1:1280, ya que a esta dilucién
se observé inhibicion completa de la hemaglutinacién. Fuente: Caracterizacion

antigénica. CDC (140).

Analisis de los resultados

En el andlisis e interpretacidon de los resultados se utilizaron los datos obtenidos
mediante los ensayos serolégicos ELLA y RIH. Se analizaron ademas los resultados
obtenidos del analisis filogenético del gen completo de la HA y NA de cada una de las

cepas gripales usadas en el ensayo serolégico.

Para estudiar la respuesta seroldgica humoral previa y tras la vacunacién antigripal
en la poblacidn del estudio, se utilizaronlos criterios establecidos por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) y emitidos por el Comité de especialidades

farmacéuticas (CPMP) (119,130). Los criterios a evaluar fueron los siguientes:

e Tasa de Seroproteccidn (TSP): Es el porcentaje de poblacién evaluada que posee

Acs a titulos considerados como protectores. Para la evaluacion de este pardmetro

se considerd un titulo 21/40 como correlato de seroproteccién frente a la gripe.
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e Tasa de Seroconversién (TSC): Es el porcentaje de la poblacion que tras la

vacunacion antigripal muestra un aumento de al menos cuatro veces el titulo entre
el suero pre-vacunal y post-vacunal. Un ejemplo seria pasar de un titulo pre-

vacunal de 1/10 a un titulo post-vacunal de 1/40, o de un titulo 1/40 a 1/160.

e Razdn de incremento entre los titulos pre y post-vacunales: permite estudiar el

incremento de titulos que ha experimentado una poblacidon como respuesta a la
vacunacion antigripal, y se define como la divisién entre las MGTs post-vacunales y

las MGTs pre-vacunales.

Los parametros descritos anteriormente sirvieron para evaluar si la vacuna antigripal
habia sido o no eficaz en términos seroldgicos frente a cada cepa gripal en la poblacién
a estudio. La EMA establece como requisito de eficacia vacunal cumplir como minimo
uno de los tres requisitos establecidos (119,130). Sin embargo, en este trabajo hemos
considerado la evaluacién de los tres pardmetros en conjunto para disponer de una

conclusiéon mas completa.

Ademas de los tres parametros anteriormente comentados, se estudié la Tasa de
Proteccién Vacunal (TPV) o tasa de proteccién debida a la vacuna, definida como el
porcentaje de individuos que adquirieron un titulo >1/40 frente a un determinado
virus tras la vacunacion. Fue un parametro definido por el autor y directores de este
trabajo con el objeto de medir la parte del aumento de la seroproteccién que es

debida integramente a la vacuna.

Debido a la falta de consenso por el momento sobre el correlato de seroproteccion
frente a la neuraminidasa (Acs anti-NA), para el andlisis serolégico frente a este
antigeno se utilizaron los mismos correlatos de proteccidn y parametros usados para
los Acs inhibidores de la hemaglutinina (Acs anti-HA) (73). Es decir, en términos de
seroproteccidn se consideraron aquellos titulos de Acs anti-NA >1/40. Estos datos
observados de seroproteccion para Acs anti-NA se valoraron ademas en duplicado,

considerando como titulo seroprotecctor un titulo >1/80.
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Para la interpretacion estadistica descriptiva de los datos se utilizaron diferentes
métodos paramétricos y no paramétricos mediante el programa SPSS V24 (IBM,
Armonk, NY, USA). Se considerd una significacion estadistica del p<0,05. Los test

estadisticos empleados para el analisis de los datos fueron los siguientes:

e Test Chi-cuadrado de Pearson:

El test Chi-cuadrado de Pearson (x2) se utilizé para comprobar las diferencias
existentes en el porcentaje de individuos seroprotegidos (TSP) y que presentaron

seroconversion (TSC) en funcién del grupo etario poblacional.
e Test de McNemar para muestras relacionadas:

Este test no paramétrico fue utilizado para estudiar el efecto de la vacuna en
términos seroconversion (TSC) frente a los distintos virus gripales analizados. Se utilizé
ademas para estudiar las diferencias existentes entre la TSP pre-vacunal y la TSP post-

vacunal frente a todos los subtipos y cepas de gripe utilizados.
o Test T de Student para muestras independientes:

El test T de Student para muestras independientes se utilizé para comprobar la
existencia de diferencias entre los valores de la MGTs pre-vacunales entre ambos
grupos etarios frente a los distintos virus gripales del subtipo A(H1IN1) estacional y
A(H1IN1) pandémico. De igual modo, este mismo analisis se utilizd para comprobar
diferencias entre las MGTs post-vacunales en funcién de la edad de los individuos

analizados.
e Correlacion de Spearman:

El test no paramétrico de correlacidn de Spearman se utilizé para estudiar la
correlacién existente entre los titulos de Acs anti-HA y anti-NA en la poblacién

analizada frente a las cepas gripales incluidas en el estudio.
e Correlacion de Pearson:

Debido a que los titulos de Acs son valores que siguen una progresiéon geométrica y
una distribucion no normal, se puede realizar una transformacién logaritmica
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(logaritmo neperiano) de los datos, con el fin de conseguir una distribucion Normal de
tipo Gaussiano. Con los valores logaritmicos de los titulos de Acs (“normalizacién de los
datos”), se puede aplicar asi una prueba paramétrica de correlacion (Correlacion de
Pearson). Este test de correlacién se utilizé para estudiar la correlacion existente entre
los titulos de Acs anti-HA y anti-NA en la poblacidn analizada frente a las cepas gripales

incluidas en el estudio. Se fijé un nivel de significacion de a=0,05.
e Area bajo la curva o curva ROC:

Mediante la construccidn de estas curvas ROC se pretende conocer si existe una
relacion estadistica entre un titulo 1/40 frente a la HA, considerado como
seroprotector frente a este antigeno, y un titulo concreto frente a la NA. Esa capacidad
discriminativa para el estudio de Acs a titulo protector (Acs 21/40) se estudia mediante
las curvas ROC, hallandose valores de sensibilidad y especificidad para cada uno de los
diferentes titulos de Acs anti-NA observados frente a cada una de las cepas gripales del

estudio y en funcidn del grupo etario, con un nivel de significacién estadistica (p<0,05).
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Resultados

Caracteristicas demograficas de la poblacion

La exposicién de los resultados se ha realizado atendiendo a dos grupos de poblacién
estudiados en este trabajo, por una parte la poblacién de edad comprendida entre 15-

64 afos y por otro lado, la poblacion 265 afios.

Caracteristicas demograficas de los individuos 265 afios

Las caracteristicas demograéficas de los individuos 265 afos del estudio se analizaron

de forma global y en funcién de cada temporada vacunal incluida en el estudio.

o Andlisis demogréfico global

El grupo poblacional de individuos 265 afos estaba compuesto por 80 individuos de
dos cohortes de las temporadas de gripe 2013-14 (n1=40), y 2014-15 (n2=40). La
media de edad de todo el grupo fue de 78,6 afios (IC95%: 76,8-80,5). El 43,8% de los
individuos incluidos fueron varones (n1=35) y el 56,2% mujeres (n2=45) (Figura 25). El
numero medio de dias entre la administracidn de la vacuna y la extraccién del suero

post-vacunal (NDEV) fue de 33,7 dias (IC95%: 31,4-36,2).

Vardn
56,2 % 43,8 %

Mujer

Figura 25. Distribucién porcentual de sexos en el grupo de individuos 265 afos.
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o Andlisis demografico por cohortes de temporadas vacunales

Los valores de la media e intervalo de confianza (IC95%) de las variables edad y
NDEV en cada temporada gripal asi como la distribucion por sexos de los individuos se

exponen en la Tabla 8.

La media de edad de los individuos 265 afios fue de 76,0 afios (1C95%: 69,0-95,0) en
la cohorte de la temporada 2013-14 y de 81,2 aios (IC95%: 77,0-82,0) en la cohorte de
la temporada 2014-15 (Figura 26). Mediante el analisis estadistico T de Student para
muestras independientes (a=0,05) se observaron diferencias significativas en la media
de edad de los individuos entre ambas temporadas, siendo significativamente mayor la

media de edad de los individuos reclutados de la temporada 2014-2015 (p<0,05).

El NDEV medio de los individuos de cada cohorte fue de 34,9 dias (1C95%: 30,0-35,0)
en la cohorte de la temporada 2013-14 y de 32,5 dias (1C95%: 28,0-34,9) en la cohorte
de la temporada 2014-15. No se observaron diferencias significativas (T-Student;
0=0,05) en la media del NDEV de cada una de las cohortes, siguiendo la distribucién

que se muestra en la Figura 27.

Tabla 8. Valores de la media e intervalo de confianza (IC95%) de las variables edad y
NDEV, y valores porcentuales de la variable sexo de los individuos >65 afios en cada

temporada vacunal.

Edad Sexo NDEV
Varon Mujer
Temporada | Media (IC95%) Media (I1C95%) Total
(%) (%)
2013-14 |76,0(69,0-95,0) 30 70 34,9 (30,0-35,0) 40
2014-15 |81,2(77,0-82,0)| 57,5 42,5 |32,5(28,0-34,9) 40
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Figura 26. Distribucion en box-plot de la media y del intervalo de confianza al 95%

(IC95%) de la edad de los individuos 265 afios en cada temporada vacunal.
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Figura 27. Distribucidn en box-plot de la media y del intervalo de confianza al 95% de
la variable nimero de dias de exposicion a la vacuna (NDEV) de los individuos 265 afios
en cada temporada vacunal. Los valores fuera del IC95% (outliers) se representan con

asterisco.
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Caracteristicas demograficas de los individuos de 15-64 aios

Las caracteristicas demograficas de los individuos de edad comprendida entre 15-64
afos del estudio se analizaron de forma global y en funcién de cada temporada

vacunal incluida en el estudio.

o Andlisis demografico global

El grupo poblacional de individuos de 15-64 afios estaba compuesto por 80
individuos distribuidos en dos cohortes procedentes de las temporadas de gripe 2013-
14 (n1=40), y 2014-15 (n2=40). La media de edad de todo el grupo fue de 50,8 aios
(1C95%: 48,1-53,3). El 45,0% de los individuos incluidos fueron varones (n1=36) y el
55,0% mujeres (n2=44). (Figura 28). EIl NDEV fue de 32,1 dias (1C95%: 30,9-33,7).

Varon
55,0 % 45,0 %

Mujer

Figura 28. Distribucidn porcentual de sexos en el grupo de individuos de 15-64 afios.

o Andlisis demografico por cohortes de temporadas vacunales

Los valores de la media e intervalo de confianza (IC95%) de las variables edad y
NDEV en cada temporada gripal asi como la distribucidn por sexos de los individuos se

exponen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Valores de la media e intervalo de confianza (IC95%) de las variables edad y

NDEV, y valores porcentuales de la variable sexo de los individuos 15-64 afos en cada

temporada vacunal.

Edad Sexo NDEV
Varén Mujer
Temporada| Media (IC95%) Media (IC95%) Total
(%) (%)
2013-14 50 (45,9-53,9) 50,0 50,0 33,4 (31,3-36,1) 40
2014-15 51,6 (48,3-54,6) 40,0 60,0 30,9 (29,8-32,1) 40

La media de edad del grupo de individuos adultos (15 a 64 afios) fue de 50,0 afios

(1C95%: 45,9-53,9) en la temporada 2013-14 y de 51,6 afios (IC95%: 48,3-54,6) en la

temporada 2014-15) (Figura 29). No se observaron diferencias significativas (T-

Student; a=0,05) en la media de edad de los individuos entre ambas temporadas

vacunales de gripe.

El NDEV medio de los individuos fue de 30,9 dias (1C95%: 31,3-36,1) en la temporada

2013-14 y de 33,4 dias (IC95%: 29,8-32,1) en la temporada 2014-15. No se observaron

diferencias significativas (T-Student; a=0,05) en la media del NDEV de cada una de las

cohortes, siguiendo la distribucion que se muestra en la Figura 30.
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Figura 29. Distribucidon en box-plot de la media y del intervalo de confianza al 95%
(1C95%) de la edad de los individuos de 15-64 afios en cada temporada vacunal. Los

valores fuera del IC95% (outliers) se representan con asterisco.
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Figura 30. Distribucidon en box-plot de la media y del intervalo de confianza al 95%
(1C95%) de la variable nimero de dias de exposicidn a la vacuna (NDEV) de los
individuos de 15-64 afios en cada temporada vacunal. Los valores fuera del IC95%

(outliers) se representan con asterisco.
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Vacunas administradas a la poblacidn de estudio

El tipo de vacuna trivalente estacional administrada y el nimero de individuos en
cada cohorte de poblacién vacunados se describen en la Tabla 10. El grupo de
individuos de 15-64 aios recibié en la temporada 2013-14 una vacuna inactivada
fraccionada preparada en cultivo de huevos embrionados de gallina, mientras que en
la temporada 2014-15 el grupo de 15-64 afios se inmunizd con una vacuna inactivada
de antigenos de superficie preparada en cultivos celulares. Por otro lado, el grupo
mayor de 65 afios recibid vacuna de tipo adyuvada en ambas temporadas vacunales.
Para la comparacion del efecto de la vacunacion entre adultos y mayores de 65 aios,
ambas vacunas del grupo de adultos se consideraron como inactivadas sin diferenciar
el modo de fabricacién. Sin embargo, para las comparaciones realizadas entre ambas
cohortes de adultos, si se considerd el tipo de vacuna administrada en cada campania

vacunal.

Tabla 10. Vacunas trivalentes estacionales administradas y nimero de individuos

vacunados con cada tipo de vacuna en la poblacién de estudio.

Grupo 15-64 afios Grupo 2 65 afios

(n2 individuos) (n2 individuos)

Fraccionada-cultivo en huevo
Adyuvada (40)
Temporada 2013-14 (40)

Antigenos de superficie-
Adyuvada (40)
Temporada 2014-15 cultivo celular (40)
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Analisis de la respuesta mediada por Acs anti-NA

Analisis de Acs anti-NA previos a la vacunacion

En este apartado se estudia la presencia de Acs anti-NA pre-vacunales en ambas
cohortes de poblacidn analizadas (individuos 265 anos y de 15-64 afios) frente a las
cepas gripales clasicas del subtipo A(H1N1) estacional y frente a la cepa
A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1) pandémico. Siguiendo el orden siguiente, se
analiza el nivel de Acs anti-NA pre-vacunales por un lado en la poblacidn global del
estudio, y en segundo lugar, se analiza el nivel de Acs entre las dos cohortes de

poblacion estudiadas y en funcion de cada temporada estacional anual.

e Anadlisis de la presencia de Acs anti-NA pre-vacunales en la poblacién global del

estudio.

El andlisis ELLA demostro presencia de Acs anti-NA a titulos >1/10 en practicamente
la totalidad de los sueros pre-vacunales frente a todas las cepas del subtipo A(HIN1)
clasico y A(HIN1)pdmO09 analizadas en la poblacién estudiada. Unicamente tres sueros
pre-vacunales mostraron titulos de Acs <1/10, correspondientes a tres individuos
diferentes y frente a las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947
respectivamente (Tabla 11). Estos individuos presentaban una edad de 68, 59 y 56

afios respectivamente.

Los titulos observados de Acs anti-NA >1/40 asi como titulos >1/80 frente a las
distintas cepas gripales A(HIN1) en la poblacion global a estudio quedan
representados en las Figuras 31 y 32 respectivamente. Estos Acs anti-NA estaban
presentes a titulos >1/40 en mas del 88,8 % y en mas del 73,8 % a titulos >1/80 en

poblacién global analizada.
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La poblacién estudiada presentd mayor tasa de seroproteccion pre-vacunal medida
por Acs anti—NA frente a las cepas gripales A/Weiss/1943, A/Brazil/11/1978 y
A/Brisbane/ 59/2007 y de ellas A/Weiss/1943 y A/Brazil/11/1978 tuvieron las
proporciones mas altas de individuos con titulos muy elevados (32,5% y 18,1 % de los
individuos presentaron titulos >1/640 respectivamente). Frente a la cepa
A/California/07/2009 del subtipo A(H1IN1)pdm09, sélo un 2,5% de la poblacién global

analizada presentd titulos de Acs anti-NA superiores a 1/640 (Tabla 11).
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Tabla 11. Distribucién global de los titulos de Acs anti-NA pre-vacunales frente a cepas del subtipo A(HIN1) y subtipo A(HIN1)pdmO09. N:

ndimero de individuos; %: distribucidn porcentual.

A/PR/8/1934 A/Weiss/1943 A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009

Titulo N % N % N % N % N % N %
<10 1 0,6 1 0,6 1 0,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
10 5 3,1 1 0,6 1 0,6 1 0,6 0 0,0 3 1,9
20 12 7,5 0 0,0 4 2,5 0 0,0 1 0,6 11 6,9
40 14 8,8 2 1,3 7 4,4 7 4,4 8 5,0 28 17,5
80 32 20,0 8 5,0 20 12,5 11 6,9 24 15,0 38 23,8
160 43 26,9 35 21,9 42 26,3 33 20,6 43 26,9 34 21,3
320 30 18,8 36 22,5 35 21,9 42 26,3 47 29,4 29 18,1
640 18 11,3 25 15,6 32 20,0 37 23,1 26 16,3 13 8,1
>640 5 3,1 52 32,5 18 11,3 29 18,1 11 6,9 4 2,5
Titulos 2 1/40 142 88,8 158 98,8 154 96,3 159 99,4 159 99,4 146 91,3
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Figura 31. Tasa de seroproteccién (TSP) pre-vacunal global medida como porcentaje de individuos con Acs anti-NA a titulos >1/40 frente a

cepas del subtipo A(HIN1) y subtipo A(HIN1)pdmOQ9.
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Figura 32. Tasa de seroproteccidn (TSP) pre-vacunal global medida como porcentaje de individuos con Acs anti-NA a titulos >1/80 frente a

cepas del subtipo A(HIN1) y subtipo A(HIN1)pdmOQ9.
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e Analisis de la presencia de Acs anti-NA pre-vacunales en funcién del grupo etario.

El analisis ELLA mostré la presencia de Acs anti-NA en los sueros pre-vacunales
frente a todas las cepas del subtipo A(HIN1) y A(H1IN1)pdmOQ9 analizadas en ambos
grupos etarios. Estos Acs estaban presentes a titulos >1/40 en mas del 81,3% y en mas

del 67,5% a titulos 21/80 en ambos grupos etarios (Figura 33).

Todos los individuos del grupo de edad 265 afios mostraron Acs a titulos 21/40
frente a las cepas A/Weiss/1943, A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978 y
A/Brisbane/59/2007. El porcentaje mas bajo de individuos =65 afios con Acs >1/40 se
observo frente a las cepas A/PR/8/1934 y A/California/07/2009 (n=77; 96,3%), en

ambos casos.

En el grupo de individuos adultos no se encontrd ningun virus frente al cual la
totalidad de estos individuos mostrara anticuerpos a titulos 21/40. El porcentaje mas
alto de individuos adultos con titulos de Acs >1/40 fue frente a las cepas
A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007 (n=79; 98,8% frente a ambas cepas), y el
porcentaje mas bajo fue frente a la cepa A/PR/8/1934 (n=65; 81,3%).

Todos los individuos =65 afios mostraron titulos >1/80 frente a la cepa
A/Weiss/1943. El porcentaje mas bajo de individuos =65 afios con Acs a 21/80 se
observo frente a la cepa A/California/07/2009 (n=64; 80,0%). No se encontrd ninguin
virus frente al cual la totalidad de individuos adultos mostrara anticuerpos a titulos
>1/80. El porcentaje mas alto de individuos adultos con titulos de Acs 21/80 fue frente
a la cepa A/Brazil/11/1978 (n=78; 97,5%), y el porcentaje mds bajo fue frente a la cepa
A/California/07/2009 (n=54; 67,5%).
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Figura 33. Tasa de seroproteccion pre-vacunal por grupo de edad (adultos y mayores de 65 afios) medida como porcentaje de individuos con

Acs anti-NA a titulos > 1/40 y 21/80 frente a las cepas de gripe A(HIN1) clasicas y A(HIN1)pdmO09.
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Tomando como correlato de proteccion un titulo >21/40, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la TSP pre-vacunal entre ambos grupos etarios frente
a las cepas A/PR/8/1934, A/FM/1/1947 y A/California/07/2009 (Tabla 12), siendo esta
TSP mas elevada en 2 65 afios frente a dichas cepas gripales (x2 de Pearson; p<0.05).
Este mismo andlisis tomando como correlato de proteccidn un titulo de 1/80, mostré
diferencias estadisticamente significativas en la TSP pre-vacunal entre ambos grupos
etarios frente a las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947, siendo esta TSP
mas elevada en 2 65 afios frente a dichas cepas gripales (x2 de Pearson; p<0.05) (Tabla

13).

La presencia de Acs anti-NA de los sueros pre-vacunales fue analizada mediante el
calculo de la Media Geométrica de los titulos (MGTs) (Tabla 14). El valor mas elevado
de las MGTs pre-vacunales en los 265 afios se observo frente a la cepa A/Weiss/1943
(MGTs=716,0; 1C95%:534,0-974,7) y el mas bajo frente a la cepa A/California/07/2009
(MGTs=136.9; 1C95%:109,2-170,9). En los individuos de 15-64 afios la MGTs mas
elevada se observo frente a la cepa A/Brazil/11/1978 (MGTs=448,5; 1C95%:364,5-
542,9) y la mas baja frente a A/California/07/2009 (MGTs=100,2; 1C95%:79,3-127,7). La
MGTSs pre-vacunales fue significativamente mas elevada en los 265 afios que en
adultos frente a las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947,y
significativamente mas elevada en los adultos que en los individuos 265 frente a la
cepa A/Brazil/11/1978 (T-Student; p<0.05). Frente a las cepas A/Brisbane/59/2007 y
A/California/07/2009 no se encontraron diferencias significativas en las MGTs entre

ambos grupos etarios.
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Tabla 12. Distribucion de individuos con titulos de Acs anti-NA >1/40 previos a la
vacunacion. Valores de significacidn estadistica (p-valor) de la tasa de individuos
seroprotegidos frente a los virus gripales analizados. N: nimero de individuos

protegidos antes de la vacunacién; % (TSP): Tasa de seroproteccidn pre-vacunal.

Cepas gripales A(H1N1) 15-64 aios 2 65 aios

y A(H1IN1)pdmO09 N % (TSP) N % (TSP) | p-valor
A/PR/8/1934 65 81,3 77 96,3 0,003
A/Weiss/1943 78 97,5 80 100,0 0,155
A/FM/1/1947 74 92,5 80 100,0 0,013
A/Brazil/11/1978 79 98,8 80 100,0 0,316
A/Brisbane/59/2007 79 98,8 80 100,0 0,316
A/California/07/2009 69 86,3 77 96,3 0,025

Tabla 13. Distribucién de individuos con titulos de Acs anti-NA >1/80 previos a la
vacunacion. Valores de significacién estadistica (p-valor) de la tasa de individuos
seroprotegidos frente a los virus gripales analizados. N: niumero de individuos

protegidos antes de la vacunacidn; % (TSP): Tasa de seroproteccién pre-vacunal.

Cepas gripales A(H1N1) 15-64 aios 2 65 aios

y A(H1IN1)pdmO09 N % (TSP) N % (TSP) | p-valor
A/PR/8/1934 58 72,5 70 87,5 0,018
A/Weiss/1943 76 95 80 100,0 0,043
A/FM/1/1947 70 87,5 77 96,3 0,043
A/Brazil/11/1978 78 97,5 74 92,5 0,147
A/Brisbane/59/2007 74 92,5 77 96,3 0,303
A/California/07/2009 54 67,5 64 80,0 0,072
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Tabla 14. Media geométrica de los titulos (MGTs) de Acs anti-NA y diferencias entre los
valores MGTs de los sueros pre-vacunales frente a las cepas gripales A(HIN1)

analizadas. 1C95%: intervalo de confianza al 95%; (p<0,05).

Cepas gripales A(H1N1) MGTSs Anti-NA (IC95%) pre-vacunales

¥ A(HIN1)pdm09 15-64 ainos 2 65 afios p-valor
A/PR/8/1934 106,5 (81,2-137,7)  166,6 (131,1-209,9) 0,016
A/Weiss/1943 369,6 (269,9-485,7)  716,0 (534,0-974,7) 0,002
A/FM/1/1947 169,5 (128,3-215,5)  351,9 (283,9-434,4) i <0,001
A/Brazil/11/1978 448,5 (364,5-542,9) 269,0(211,8-336,1) 0,001
A/Brisbane/59/2007 222,3(179,5-276,4)  251,0(211,4-296,5) 0,399
A/California/07/2009 100,2 (79,3-127,7) 136,9 (109,2-170,9) 0,066

e Anadlisis de los Acs anti-NA pre-vacunales en funcion de la temporada de gripe y

grupo etario.

La TSP pre-vacunal tomando como correlatos de seroproteccion los titulos de Acs
anti-NA > 1/40y > 1/80 en funcion de las temporadas estacionales de gripe y en

funcidn del grupo etario, queda reflejada en las Tablas 15 y 16.
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Tabla 15. Numero y porcentaje de individuos con titulos de Acs anti-NA protectores
(21/40) en funcidén de la temporada estacional y grupo etario frente a las cepas de

gripe A(H1N1) clasicas y A(HIN1)pdmO9.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015

Cepas gripales A(HIN1) | 15-64 afios 2 65 afios | 15-64 afios = 65 afios

y A(HIN1)pdmO09 N (%) N (%) N (%) N (%)

A/PR/8/1934 26 (65,00 38(95,0) | 39(97,5 39(97,5)
A/Weiss/1943 40 (100,0) 40 (100,0) | 38(95,0) 40 (100,0)
A/FM/1/1947 37(92,5) 40(100,0) | 37(92,5) 40 (100,0)
A/Brazil/11/1978 40 (100,0) 40 (100,0) | 39(97,5) 40 (100,0)
A/Brisbane/59/2007 40 (100,0) 40 (100,0) | 39(97,5) 40 (100,0)
A/California/07/2009 34 (85,00 37(92,5) | 35(87,5) 40 (100,0)

Tabla 16. Numero y porcentaje de individuos con titulos de Acs anti-NA protectores
(=1/80) en funcidn de la temporada estacional y grupo etario frente a las cepas de

gripe A(H1N1) clasicas y A(HIN1)pdmO09.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015

Cepas gripales A(H1N1) | 15-64 afios = 65 afios | 15-64 afios = 65 afios

y A(HIN1)pdmO09 N (%) N (%) N (%) N (%)

A/PR/8/1934 19 (47,5) 34(85,0) | 39(97,5) 36 (90,0)
A/Weiss/1943 39(97,5) 40(100,0) | 37(92,5) 40 (100,0)
A/FM/1/1947 35(87,5) 39(97,5) | 35(87,5)  38(95,0)
A/Brazil/11/1978 39 (97,5 40(100,0) | 39(97,5)  34(85,0)
A/Brisbane/59/2007 39 (97,5 40(100,0) | 35(87,5)  37(92,5)
A/California/07/2009 23(57,5) 31(77,5) | 31(77,5) 33(82,5)
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Con el objeto de comprobar si la TSP pre-vacunal observada frente a cada una de las
cepas gripales A(H1IN1) estudiadas fue diferente entre las dos temporadas estacionales
vacunales y entre ambos grupos etarios, se realizé un test Chi-cuadrado (a=0,05). Este
analisis mostré Unicamente diferencias estadisticamente significativas en la TSP pre-
vacunal (21/40) del grupo de individuos adultos frente a la cepa A/PR/8/1934 entre
ambas temporadas vacunales (x2 de Pearson; p<0.05). La TSP pre-vacunal (21/40) en
adultos frente a la cepa A/PR/8/1934 fue mas elevada en la temporada 2014-2015
(con 39 individuos seroprotegidos) que en la temporada 2013-2014 (con 26

seroprotegidos) (Tabla 17).

Cuando se consideré como correlato de seroproteccion un titulo >1/80, la TSP pre-
vacunal también mostré diferencias estadisticamente significativas en el grupo de 15-
64 afios frente a la cepa A/PR/8/1934, siendo esta TSP mas elevada en este grupo
etario durante la temporada 2014-15 (p<0,05) (Tabla 18). Con respecto al grupo de
individuos 2 65 afios, la TSP pre-vacunal tomando como correlato de seroprotecciéon un
titulo >1/40 no mostro diferencias significativas frente a ningun virus analizado. Sin
embargo, cuando se tomd un correlato de seroproteccion 21/80, se observaron
diferencias significativas frente a la cepa A/Brazil/11/1978, siendo la TSP pre-vacunal
(=1/80) en mayores de 65 afios mas elevada en la temporada 2013-2014 (con 40
individuos seroprotegidos) que en la temporada 2014-2015 (con 40 individuos

seroprotegidos).
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Tabla 17. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la TSP (21/40) pre-vacunal frente a las cepas gripales A(H1N1) en cada temporada

analizada (x % de Pearson; p<0,05).

Individuos 15-64 afos

Individuos 2 65 afos

Temp. 2013-14 Temp. 2014-15

Temp. 2013-14

Temp. 2014-15

Cepas gripales A(H1IN1) p-valor p-valor
y A(HIN1)pdmO09 (n1=40) (n2=40) (n1=40) (n2=40)

A/PR/8/1934 26 39 <0,001 38 39 0,556
A/Weiss/1943 40 38 0,152 40 40 1,000
A/FM/1/1947 37 37 1,000 40 40 1,000
A/Brazil/11/1978 40 39 0,314 40 40 1,000
A/Brisbane/59/2007 40 39 0,314 40 40 1,000
A/California/07/2009 34 35 0,745 37 40 0,077

Tabla 18.

Valores de significacion estadistica (p-valor) de la TSP (21/80) pre-vacunal frente a las cepas gripales A(H1IN1) en cada temporada

analizada (x % de Pearson; p<0,05).

Individuos 15-64 afios

Individuos = 65 aios

Temp. 2013-14 Temp. 2014-15

Temp. 2013-14

Temp. 2014-15

Cepas gripales A(H1IN1) p-valor p-valor
y A(H1IN1)pdm09 (n1=40) (n2=40) (n1=40) (n2=40)

A/PR/8/1934 19 39 <0,001 34 36 0,499

A/Weiss/1943 39 37 0,305 40 40 1,000

A/FM/1/1947 35 35 1,000 39 38 0,556

A/Brazil/11/1978 39 39 1,000 40 34 0,011

A/Brisbane/59/2007 39 35 0,090 40 37 0,077

A/California/07/2009 23 31 0,056 31 33 0,576
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Analisis de los Acs anti-NA tras la vacunacion estacional frente al subtipo

A(H1IN1)pdmO09

En este apartado se analiza la capacidad de las vacunas trivalentes anuales para
inducir la produccion de Acs anti-NA frente a cepas gripales clasicas del subtipo
A(H1N1) estacional y frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(HIN1)

pandémico.

e Anadlisis global del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacion

de Acs anti-NA frente a cepas de gripe A(H1N1) clasicas y actuales.

El andlisis ELLA demostrd presencia de Acs anti-NA a titulos 21/10 en la totalidad de
los sueros post-vacunales frente a todas las cepas del subtipo A(H1N1) clasico y
A(HIN1)pdmO9 analizadas en la poblacién estudiada. La distribucidn de los titulos de
Acs anti-NA post-vacunales frente a las distintas cepas analizadas se representa en la
tabla 19. Se analizé la TSP post-vacunal utilizando como correlatos de seroproteccién
los titulos de Acs anti-NA de 1/40y 1/80 frente a cepas gripales A(H1N1) clasicas y
A(H1IN1)pdmO09 (Figura 34). De forma global se observé un aumento en la TSP tras la
vacunacion frente a las cepas A/PR/8/1934, A/FM/1/1947 y A/California/07/2009.
Tomando como correlato de seroproteccidn un titulo de 1/80, se observé un aumento
en la TSP post-vacunal frente a todas las cepas gripales cldsicas del subtipo A(H1IN1) asi

como frente a la cepa del subtipo A(H1IN1)pdmQ9 (Figura 35).

El andlisis de los titulos de Acs anti-NA obtenidos mediante ELLA en los sueros pre 'y
post-vacunales de la poblacién global, permitieron hallar la TSP, TPV y TSC frente a las
cepas gripales del subtipo A(H1N1) estacional y del subtipo A(H1IN1) pandémico. Estos
valores estan expuestos en la tabla 20 y figura 36 tomando como correlato de
seroproteccién un titulo de 1/40. Por otro lado, tomando como correlato de
seroproteccién un titulo de 1/80, quedan reflejados los valores en la tabla 21 y figura

37.
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Tabla 19. Distribucién global de los titulos de Acs anti-NA post-vacunales frente a cepas del subtipo A(HIN1) y subtipo A(H1IN1)pdmQO9. N:

ndimero de individuos; %: distribucién porcentual.

A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009

Titulo N % N % N % N % N % N %
<10 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
10 0 0,0 1 0,6 1 0,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
20 7 4,4 1 0,6 1 0,6 1 0,6 1 0,6 1 0,6
40 13 8,1 0 0,0 4 2,5 1 0,6 1 0,6 6 3,8
80 30 18,8 0 0,0 4 2,5 4 2,5 4 2,5 12 7,5
160 42 263 18 11,3 36 225 20 12,5 27 16,9 21 13,1
320 34 21,3 29 18,1 28 17,5 41 25,6 40 25,0 49 30,6
640 25 15,6 31 19,4 53 33,1 41 25,6 51 31,9 38 23,8
>640 9 5,6 80 50,0 33 20,6 52 32,5 36 22,5 33 20,6
Titulos > 1/40 153 95,6 158 98,8 158 98,8 159 99,4 159 99,4 159 99,4
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Figura 34. Tasa de seroproteccidn pre y post-vacunal utilizando un correlato de seroproteccidn con un titulo de Acs anti-NA >1/40 frente a

cepas gripales A(H1IN1) clasicas y A(HIN1)pdmO09.
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Figura 35. Tasa de seroproteccion pre y post-vacunal utilizando un correlato de seroprotecciéon con un titulo de Acs anti-NA >1/80 frente a

cepas gripales A(H1IN1) clasicas y A(HIN1)pdmO09.
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Tabla 20. Resultados globales de la TSP pre y post-vacunal, TPV y TSC frente a cepas gripales A(H1N1) clasicas y A(HIN1)pdm09, tomando como
correlato de seroproteccidn un titulo de Acs anti-NA >1/40. TSP: tasa de seroproteccion; TPV: tasa de seroproteccion conferida por la vacuna;
TSC: tasa de seroconversion.

A/PR/8/ A/Weiss/ | A/FM/1/ |A/Brazil/11/|A/Brisbane/59/|A/California/07/
1934 1943 1947 1978 2007 2009
N? total de sueros 160 160 160 160 160 160
N2 pre-protegidos 142 158 154 159 159 146
TSP pre-vacunal (%) 88,8 98,8 96,3 99,4 99,4 91,3
N2 post-protegidos 153 158 158 159 159 159
TSP post-vacunal (%) 95,6 98,8 98,8 99,4 99,4 99,4
TPV (%) 6,9 0,0 2,5 0,0 0,0 8,1
N2 seroconversiones 16 36 27 27 43 86
TSC (%) 10,0 22,5 16,9 16,9 26,9 53,8
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Figura 36. Valores globales de TSP pre y post-vacunal, TPV y TSC frente a las cepas gripales A(H1IN1) clasicas y A(H1IN1)pdmOQ9, , tomando como

correlato de seroproteccion un titulo de Acs anti-NA >1/40.
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Tabla 21. Resultados globales de la TSP pre y post-vacunal, TPV y TSC frente a cepas gripales A(H1N1) clasicas y A(HIN1)pdm09, tomando como
correlato de seroproteccidn un titulo de Acs anti-NA >1/80. TSP: tasa de seroproteccion; TPV: tasa de seroproteccion conferida por la vacuna;

TSC: tasa de seroconversion.

A/PR/8/ A/Weiss/ | A/FM/1/ |A/Brazil/11/|A/Brisbane/59/ |A/California/07/
1934 1943 1947 1978 2007 2009
N¢ total de sueros 160 160 160 160 160 160
Ne pre-protegidos 142 158 154 159 159 146
TSP pre-vacunal (%) 80,0 97,5 91,9 95,0 94,4 73,8
N2 post-protegidos 153 158 158 159 159 159
TSP post-vacunal (%) 87,5 98,8 96,3 98,8 98,8 95,6
TPV (%) 7,5 1,3 4,4 3,8 4,4 21,8
N2 seroconversiones 16 36 27 27 43 86
TSC (%) 10,0 22,5 16,9 16,9 26,9 53,8
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Figura 37. Valores globales de TSP pre y post-vacunal, TPV y TSC frente a las cepas gripales A(H1N1) clasicas y A(H1IN1)pdmQ9, , tomando como

correlato de seroproteccién un titulo de Acs anti-NA >1/80.
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La vacunacién estacional indujo una respuesta humoral homadloga que incremento el
titulo de Acs anti-NA hasta valores protectores (21/40) en un 8,1% (TPV) de la
poblacidn global analizada frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo
A(H1IN1)pdmO09. Esta TPV permitié pasar de una TSP pre-vacunal del 91,3% a una TSP
post-vacunal del 99,4% frente al subtipo pandémico. Por otro lado, tras la vacunacién
estacional también se observé una respuesta heteroléga que incremento el titulo de
Acs anti-NA hasta titulos protectores (>1/40) frente a dos de las cepas clasicas del
subtipo A(H1N1) estacional incluidas en el estudio (cepas A/PR/8/1934 y
A/FM/1/1947). Ninguna de estas cepas estacionales estaba incluida como cepa vacunal

en las temporadas vacunales del estudio.

Tomando como correlato de seroproteccidn un titulo de Acs anti-NA de 21/80, la
vacunacion produjo globalmente una TPV homdloga del 21,8% frente a la cepa
A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1)pdmQ9. Esta TPV permitié pasar de una TSP
pre-vacunal del 73,8% a una TSP post-vacunal del 95,6% frente al subtipo pandémico.
Por otro lado, tras la vacunacién estacional también se observé una respuesta
heteroléga que incremento el titulo de Acs anti-NA hasta titulos protectores (>1/80)
frente a todas las cepas cldsicas del subtipo A(H1N1) estacional incluidas en el estudio.
Esta TPV oscil6 entre el 1,3% frente a la cepa A/Weiss/1943 y el 7,5% frente a la cepa
A/PR/8/1934. Ninguna de estas cepas estacionales estaba incluida como cepa vacunal

en las temporadas vacunales del estudio.

La vacunacién estacional indujo seroconversion homdloga en el 53,8% de la
poblacidn global frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo pandémico, cepa
incluida en la vacuna. La vacunaciéon también indujo seroconversion heteréloga frente
a las cepas clasicas del subtipo A(H1N1) estacional, con tasas que oscilaron entre el
10,0% frente a la cepa A/PR/8/1934 y el 26,9% de la poblacion frente a la cepa
A/Brisbane/59/2007.
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e Analisis del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacion de Acs
anti-NA en funcidn del grupo etario.

El analisis de la produccion de Acs anti-NA en funciéon del grupo etario no sélo busca
mostrar las diferencias debidas a la edad de los individuos adultos y mayores de 65
afios, sino también mostrar las diferencias entre dos conceptos vacunales diferentes.
Es necesario recordar que el grupo de mayores de 65 afios fue vacunado con una
vacuna adyuvada, mientras que los adultos fueron vacunados con vacunas inactivadas
sin adyuvante. Por tanto, los resultados mostrados a continuacidn hacen referencia
tanto a las diferencias de edad como a las debidas al uso de un tipo de vacuna
diferente en cada grupo. Con el fin de facilitar la redaccién de los resultados, se

utilizara solo la comparacién etaria como referencia de ambos conceptos.

Tras la vacunacion estacional se observé que la TSP post-vacunal ascendio al 92,5%
en los individuos adultos y que fue superior al 98,8% en el grupo 265 frente a todas las
cepas A(HIN1) y A(HIN1)pdmQ9, tomando como correlato de seroproteccidn un titulo
de Acs anti-NA de >1/40 (Figura 38). Por otra parte, la TSP post-vacunal (=1/80) fue
superior al 80,0% en los individuos adultos y superior al 95,0% en el grupo 265 frente a

todas las cepas A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 (Figura 38).

La TSP post-vacunal (tanto en titulos de Acs anti-NA >1/40 y >1/80) fue
significativamente mayor que la TSP pre-vacunal en el grupo de adultos frente a las
cepas A/PR/8/1934 y A/California/07/2009 (x2 de Pearson; p<0.05) (Tabla 22). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la TSP pre y post-vacunal
(=1/40) en mayores de 65 afios frente a ninguna de las cepas analizadas. Sin embargo,
tomando como correlato de seroproteccién un titulo de Acs anti-NA >1/80, la TSP
post-vacunal fue significativamente superior con respecto a la TSP pre-vacunal en este
grupo de mayor edad frente a las cepas A/PR/8/1934 y A/California/07/2009 (Tabla
22).
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Figura 38. Tasas de Seroproteccidn post-vacunales (TSP) frente a cepas del subtipo A(HLN1) y subtipo A(HIN1)pdmO09 en adultos y

mayores de 65 afios utilizando como correlatos de seroproteccion titulos de Acs anti-NA de 1/40 y 1/80.
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Tabla 22. Distribucidn por grupos etarios de individuos con titulos protectores de Acs anti-NA antes y después de la vacunacién antigripal

utilizando como correlatos de seroproteccion titulos de Acs anti-NA de 1/40 y 1/80. Valores de significacidn estadistica (p-valor) de la tasa de

individuos seroprotegidos frente a las cepas gripales A(H1IN1) analizadas.

Grupo 15-64 aiios (n1=80)

Grupo 265 aios (n2=80)

Cepas gripales A(H1N1) Ne pre- Ne post- N® pre- Ne post-

v A(H1N1)pdm09 protegidos protegidos p-valor protegidos protegidos p-valor
(21/40) (=21/40) (21/40) (21/40)

A/PR/8/1934 65 74 0,004 77 79 0,500

A/Weiss/1943 78 78 1,000 80 80 1,000

A/FM/1/1947 74 78 0,125 80 80 1,000

A/Brazil/11/1978 79 79 1,000 80 80 1,000

A/Brisbane/59/2007 79 79 1,000 80 80 1,000

A/California/07/2009 69 79 0,002 77 80 0,250

Grupo 15-64 afios (n1=80) Grupo 265 aiios (n2=80)

Cepas gripales A(H1IN1) NE pl:e- N® po-st- N® pl:e- Ne po‘st-

v A(HIN1)pdm09 protegidos protegidos p-valor protegidos protegidos p-valor
(=1/80) (21/80) (21/80) (21/80)

A/PR/8/1934 58 64 <0,001 70 76 <0,001

A/Weiss/1943 76 78 0,778 80 80 1,000

A/FM/1/1947 70 74 0,254 77 80 0,843

A/Brazil/11/1978 78 79 0,712 74 79 0,283

A/Brisbane/59/2007 74 78 0,369 77 80 0,777

A/California/07/2009 54 75 0,001 64 78 0,004
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En términos de seroconversion, la vacunacion con la cepa A/California/07/2009
(subtipo A(HIN1)pdmO09) indujo una respuesta humoral heterotipica significativa
frente a la NA de todas las cepas analizadas del subtipo A(H1N1) clasico, tanto en
adultos como en 265 afios (McNemar; p<0.05). La TSC heterdloga mas elevada se
observo en el grupo de adultos frente a la cepa A/Weiss/1943 (TSC =31,3%) y frente a
la cepa A/Brisbane/59/2007 en los 265 afios (TSC =36,3%) (Tabla 23). La vacuna frente
a la cepa A/California/07/2009 produjo seroconversion homadloga en el 52.5% en

adultos (n1=42) y en el 55% en 265 afios (n;=44).

Se realizd un test Chi-cuadrado (a=0,05) de variables independientes para comprobar
si la seroconversion inducida por la vacunacion fue diferente entre ambos grupos
etarios frente a cada una de las cepas gripales A(H1IN1) (Tabla 24). La TSC heterdloga
fue significativamente mayor en 265 afios (29 seroconversiones) que en adultos (14
seroconversiones) frente a la cepa A/Brisbane/59/2007, y en adultos (25
seroconversiones) que en 265 afios (11 seroconversiones) frente a la cepa
A/Weiss/1943 (x> de Pearson; p<0.05). No se encontraron diferencias significativas en
la seroconversion homadloga frente a la cepa pandémica A/California/07/2009 (cepa

vacunal) entre ambos grupos etarios (X? Pearson; p<0.05).
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Tabla 23. Numero de seroconversiones (SC) y tasa de seroconversién (TSC) frente a
cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 tras la vacunacion estacional de ambos

grupos etarios.

Cepas gripales A(HIN1) y
A(H1N1)pdmO09

Tabla 24. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la tasa de seroconversion
(TSC) en funcién del grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 (x 2
de Pearson; p<0,05).

Cepas gripales A(H1N1)
y A(HIN1)pdmO09

Los valores de las MGTs de Acs anti-NA post-vacunales en cada grupo etario frente a
cada cepa de gripe analizada, asi como los valores del intervalo de confianza (1C95%)
para las MGTs estdn representados en la Tabla 25. El andlisis de los valores de las
MGTs post-vacunales en funcion de la edad se realizé mediante el uso del estadistico
de contraste T-Student de muestras independientes. La MGTs post-vacunales fue

significativamente mas elevada frente a las cepas A/PR/8/1934, A/FM/1/1947 y
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A/Brisbane/59/2007 en el grupo de individuos mayores de 65 afios con respecto a los
adultos, y significativamente mas elevada frente a la cepa A/Brazil/11/1978 en adultos

con respecto a 265 anos (T-Student; p<0.05).

Los valores de las MGTs pre y post-vacunales en ambos grupos etarios, asi como la
razon de incremento de estos titulos (RIC) tras la vacunacion estan expuestos en la
Tabla 26. Se realizé un perfil de las MGTs pre-vacunales y su incremento tras la
vacunacion estacional de gripe, ilustrado en la Figura 39. El mayor incremento en las
MGTs de Acs-anti NA tras la vacunacién se observo frente a la cepa
A/California/07/2009 (pdm) en ambos grupos etarios, siendo ésta la cepa incluida en
las vacunas administradas en estos individuos durante el estudio. La vacunacion
antigripal con la cepa A/California/07/2009 (pdm) también incrementé los titulos de

Acs frente al resto de cepas gripales analizadas, aunque en menor medida.

Tabla 25. Media geométrica de los titulos (MGTSs) post-vacunales de Acs anti-NA y
diferencias entre las MGTs frente a las cepas gripales analizadas entre ambos grupos

etarios (T-student; p<0,05).

Cepas gripales A(H1N1) MGTs Anti-HA (IC95%) post-vacunales

y A(H1N1)pdmo09 15-64 afios 2 65 afios p-valor
A/PR/8/1934 139,3 (109,3-176,8)  253,2 (202,6-315,1) | <0,001
A/Weiss/1943 858,9 (639,7 -1115,6) 1012,5(772,2-1349,4) | 0,402

A/FM/1/1947 331,2 (251,8-426,1)  542,6 (450,7-656,2) | 0,002

A/Brazil/11/1978 685,6 (533,6-861,9) 464,3 (378,8-583,3) 0,012

A/Brisbane/59/2007 411,3 (326,5-515,2) 566,7 (471,4-677,2) 0,028

A/California/07/2009 342,8 (270,2-435,3) 460,3 (370,3-563,6) 0,077
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Tabla 26. Medias geométricas de los titulos (MGTs) de Acs anti-NA pre y postvacunales
y razén de incremento de los titulos (RIC) en ambos grupos etarios frente a las cepas

gripales A(H1N1) analizadas.

Cepas gripales
A(HIN1)y Grupo MGTs pre- MGTs post-vacunales

A(HIN1)pdmO09 etario | vacunales (IC 95%) (IC95%) RIC
A/PR/8/1934 15-64 | 106,5(81,2-137,7) | 139,3(109,3-176,8) 1,3
265 |166,6(131,1-209,9) | 253,2(202,6-315,1) 1,5
A/Weiss/1943 15-64 | 369,6 (269,9-485,7) | 858,9 (639,7-1115,6) | 2,3
265 |716,0(534,0-974,7) | 1012,5 (772,2-1349,4) | 1,4
A/FM/1/1947 15-64 | 169,5(128,3-215,5) | 331,2 (251,8-426,1) | 2,0
265 |351,9(283,9-434,4) | 542,6(450,7-656,2) 1,5
A/Brazil/11/1978 | 15-64 |448,5 (364,5-542,9) | 685,6(533,6-861,9) | 1,5
2 65 269,0(211,8-336,1) | 464,3 (378,8-583,3) 1,7
A/Brisbane/59/ 15-64 | 222,3(179,5-276,4) | 411,3(326,5-515,2) 1,8
2007 2 65 251,0(211,4-296,5) | 566,7 (471,4-677,2) 2,3
A/cCalifornia/07/ | 15-64 | 100,2 (79,3-127,7) | 342,8(270,2-435,3) | 3,4
2009 2 65 136,9 (109,2-170,9) | 460,3 (370,3-563,6) 3,4
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Figura 39. Perfil de las medias geométricas de los titulos (MGTs) de Acs anti-NA pre y
post-vacunales en ambos grupos etarios frente a cepas gripales A(HIN1) y

A(H1N1)pdm09.
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e Analisis del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacidn de Acs

anti-NA en funcion del grupo etario y de la temporada vacunal.

En este epigrafe se analiza el efecto de la vacunacion estacional antigripal sobre la
generacion de Acs anti-NA en funcidn del grupo etario y de la temporada vacunal. Los
dos grupos mayores de 65 anos fueron vacunados en las dos temporadas analizadas
con la misma vacuna adyuvada. Sin embargo, los dos grupos de adultos comparados
en este trabajo se vacunaron con dos vacunas distintas, ya que durante la temporada
2013-14 recibieron una vacuna inactivada fraccionada preparada en cultivo de huevos
embrionados de gallina, mientras que en la temporada 2014-15 el grupo de adultos se
inmunizo con una vacuna inactivada de antigenos de superficie preparada en cultivos
celulares. Esta diferencia en el tipo de vacuna administrada se tendra en cuenta en la
comparacion entre las dos temporadas estudiadas en las que estén implicados los dos

grupos de adultos.

La distribucidn del nimero de individuos con titulos de Acs anti-NA >1/40 asi como
>1/80 tras la vacunacién antigripal en funcion de las campafias vacunales y en funcidn
del grupo etario esta reflejada en las Tabla 27 y 28. La TSP post-vacunal, tanto para
titulos 21/40 como >1/80, mas baja frente a cepas gripales pertenecientes al subtipo
A(H1N1) estacional fue la observada en el grupo de adultos frente a la cepa
A/PR/8/1934 en la temporada 2013-2014 (TSP de 87,5% y de 62,5% para titulos de Acs
anti-NA >1/40 asi como >1/80, respectivamente). Frente a todas las cepas gripales
pertenecientes al subtipo A(H1N1) estacional, la TSP post-vacunal (21/40) observada
fue superior al 87,5% y al 97,5% en el grupo de adultos y de mayores de 65 afios,
respectivamente. Cuando se considerd el correlato de seroproteccién en 1/80, la TSP
post-vacunal (>1/80) observada fue superior al 62,5% y al 92,5% en el grupo de adultos

y de mayores de 65 anos, respectivamente.
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Tabla 27. Niumero y porcentaje de individuos adultos y mayores de 65 afos con titulos
de Acs anti-NA >1/40 tras la vacunacion. Los datos se muestran en funcidn de la

temporada estacional y grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmOQ9.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015
Cepas gripales A(H1IN1) | 15-64 afios 2 65 afios | 15-64 afios 2 65 afios
y A(HIN1)pdm09 N (%) N (%) N (%) N (%)
A/PR/8/1934 35 (87,5) 39 (97,5) 39(97,5) 40 (100,0)
A/Weiss/1943 40 (100,0) 40(100,0) | 38(95,0) 40(100,0)
A/FM/1/1947 39(97,5) 40(100,0) | 39(97,5) 40(100,0)
A/Brazil/11/1978 40 (100,0) 40(100,0) | 39(97,5) 40(100,0)
A/Brisbane/59/2007 40 (100,0) 40(100,0) | 39(97,5) 40(100,0)
A/California/07/2009 39 (97,5) 40(100,0) | 40(100,0) 40 (100,0)

Tabla 28. Niumero y porcentaje de individuos adultos y mayores de 65 afos con titulos
de Acs anti-NA >1/80 tras la vacunacion. Los datos se muestran en funcion de la

temporada estacional y grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmOQ9.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015
Cepas gripales A(H1IN1) | 15-64 afos 2 65 afios | 15-64 afios 2 65 afios
y A(HIN1)pdm09 N (%) N (%) N (%) N (%)
A/PR/8/1934 25 (62,5) 39 (97,5) 39 (97,5) 37 (92,5)
A/Weiss/1943 40 (100,0) 40(100,0) | 38(95,0) 40(100,0)
A/FM/1/1947 38 (95,0) 40(100,0) | 36(90,0) 40 (100,0)
A/Brazil/11/1978 40 (100,0) 40(100,0) | 39(97,5) 39 (97,5)
A/Brisbane/59/2007 40 (100,0) 40(100,0) | 38(95,0) 40(100,0)
A/California/07/2009 37 (92,5) 39 (97,5) 38 (95,0) 39 (97,5)

El nUmero y porcentaje de individuos que mostraron seroconversién homéloga y
heterdloga tras la vacunacidn antigripal en funcidén de las temporadas estacionales de
gripe y en funcién del grupo etario poblacional se muestra en la Tabla 29. La respuesta
a la vacunacién en términos de seroconversion homéloga frente a la cepa
A/California/07/2009 (subtipo A(HIN1)pdmO09) fue al menos de un 40% en ambos
grupos etarios y en cada una de las temporadas vacunales. La vacuna trivalente
estacional indujo ademas una seroconversiéon heteréloga, aunque en menor magnitud,
frente a las cepas A(H1N1) estacionales analizadas en ambas temporadas vacunales

consideradas, oscilando desde una TSC del 5,0% en el grupo de mayor edad frente a la
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cepa A/FM/1/1947 en la temporada 2013-14, hasta una TSC del 52,5% en el grupo de
adultos frente a A/Weiss/1943 y una misma TSC del 52,5% en el grupo de mayor edad
frente a A/Brisbane/59/2007, ambas TSC observadas en la temporada 2014-15.

Tabla 29. Numero y porcentaje de individuos adultos y mayores de 65 aiios que
seroconvierten tras la vacunacién. Los datos se muestran en funcién de la temporada

estacional y grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015
Cepas gripales A(H1IN1) | 15-64 aiios 2 65 afios | 15-64 aflos 2 65 afios
y A(HIN1)pdmO09 N (%) N (%) N (%) N (%)
A/PR/8/1934 7 (17,5) 4 (10,0) 0(0,0) 5(12,5)
A/Weiss/1943 4 (10,0) 6 (15,0) 21 (52,5) 5(12,5)
A/FM/1/1947 11 (27,5) 2 (5,0) 6 (15,0) 8 (20,0)
A/Brazil/11/1978 4 (10,0) 3(7,5) 8(20,0) 12 (30,0)
A/Brisbane/59/2007 9(22,5) 8 (20,0) 5(12,5) 21 (52,5)
A/California/07/2009 16 (40,0) 24 (60,0) | 26(65,0) 20(50,0)

Los valores de las MGTs pre y post-vacunales en ambos grupos etarios asi como el
incremento de estos titulos (RIC) tras la vacunacion estan expuestos en la Tabla 30. Las
MGTs de Acs anti-NA observadas tras la vacunacién en ambos grupos etarios
aumentaron con respecto a las MGTs pre-vacunales observadas frente a todas las
cepas del subtipo A(HIN1) y frente a la cepa del subtipo A(H1IN1)pdmOQ9 en ambas
temporadas vacunales consideradas. El valor de la RIC observada en ambas
temporadas y grupos etarios fue de al menos un 3,0 frente a la cepa del subtipo
A(H1IN1) pandémico, cepa incluida en la vacuna, mientras que frente a las cepas del
subtipo A(H1N1), la RIC tras la vacunacidn oscilé desde un 1,3 a 2,3 en la temporada

2013-14, y desde una RIC de 1,3 hasta 3,4 en la temporada 2014-15.
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Tabla 30. Valores de la MGTs y RIC de los sueros pre y post-vacunales en ambos grupos

etarios frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 en funcidn de la campafia

vacunal antigripal.

Temporada 2013-2014

Cepas gripales

A(HIN1)y Grupo | MGTs pre-vacunales MGTs post-vacunales
A(H1N1)pdmO09 etario (1C 95%) (1C 95%) RIC
A/PR/8/1934 15- 64 62 (45,6-84,7) 78,6 (60,6-105,5) 1,3
265 122,7 (82,7-169,4) 190,2 (146,0-249,0) 1,6
A/Weiss/1943 15-64 | 444,6 (330,6-606,5) 697,6 (530,9-927,9) 1,6
265 |[1575,1(1104,5-2227,1) | 2306,0 (1737,0-3073,7) 1,5
A/FM/1/1947 15-64 | 180,6(128,7-253,9) 373,9 (269,0-526,1) 2,1
265 476,5 (370,2-602,8) 650,9 (522,7-801,2) 1,4
A/Brazil/11/1978 | 15-64 | 476,5(371,1-617,9) 617,9 (484,9-788,9) 1,3
265 393,8 (319,9-483,4) 538,0 (415,6-672,2) 1,4
A/Brisbane/59/ 15- 64 269 (211,1-344,7) 476,5 (373,9-604,8) 1,8
2007 265 258,5 (212,8-316,5) 596,9 (479,3-747,7) 2,3
A/California/07/ 15- 64 100,7 (74,6-140,8) 340,3 (253,5-450,4) 34
2009 265 113,1 (78,7-154,2) 437,0 (319,9-583,2) 3,6
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Temporada 2014-2015

Cepas gripales

A(HIN1)y Grupo | MGTs pre-vacunales MGTSs post-vacunales
A(HIN1)pdmO09 | etario (IC95%) (IC95%) RIC
A/PR/8/1934 | 15-64 | 182,8(133,8-244,2) 246,7 (191,1-325,5) 1,3
>65 | 226,2(168,3-294,5) 337 (247,2-467,5) 1,5
A/Weiss/1943 15-64 | 307,3(182,9-498,5) 1057,4 (674,8-1593,6) 3,4
>65 | 325,5(244,1-452,4) 4446 (325,8-597,8) 1,4
A/FM/1/1947 15-64 | 159,1(109,6-228,4) 293,3 200,6-415,8) 1,8
265 259,8 (190,2-361,1) 452,4 (337,4-599,7) 1,7
A/Brazil/11/1978 | 15-64 | 422,1(299,9-575,0) | 760,8 (517,6-10085,5) | 1,8
265 183,7 (130,2-269,0) 400,7 (285,0-556,9) 2,2
A/Brisbane/59/ | 15-64 | 183,7(127,7-270,3) 354,9 (245,5-514,4) 1,9
2007 2 65 193,5 (150,6-247,8) 538 (407,7-741,4) 2,8
A/California/07/ | 15- 64 99,7 (69,7-181,0) 345,4 (248,0-490,8) 3,5
2009 2 65 165,6 (120,9-221,2) 484,8 (364,3-650,1) 3,0
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Como se ha comentado con anterioridad, los dos grupos de adultos comparados en
este trabajo se vacunaron con dos vacunas inactivadas distintas mientras que los dos
grupos mayores de 65 afios fueron vacunados en las dos temporadas analizadas con la
misma vacuna adyuvada. Con esta razdn, se realizé6 una comparacion estadistica de la
TSC y RIC entre las dos temporadas estudiadas en las que estaban implicados ambos

grupos etarios (Tabla 31y 32).

La TSC de los titulos de Acs anti-NA frente a la cepa del subtipo A(HIN1)pdmQ9 fue
significativamente mayor en el grupo de adultos de la temporada 2014-2015 (TSC:
65,0%) con respecto a la cohorte de la temporada 2013-2014 (TSC: 40,0%).

También se encontraron diferencias significativas en la TSC frente a cepas clasicas del
subtipo A(H1N1) estacional. Por un lado, la TSC fue significativamente mayor frente a
la cepa A/PR/8/1934 en la temporada 2013-2014 (TSC: 17,5%) con respecto a la
temporada 2014-2015 (TSC: 0,0%). Por otro lado, la TSC fue significativamente mayor
frente a la cepa A/Weiss/1943 en la temporada 2014-2015 (TSC: 52,5%) con respecto a
la temporada 2013-2014 (TSC: 10,0%) (Tabla 31). En mayores de 65 afios, la TSC
observada frente a las cepas A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007
fue significativamente mayor en la temporada 2014-2015 (TSC de 20,0%, 30,0% y
52,5% respectivamente) con respecto a la cohorte poblacional de la temporada 2013-

2014 (TSC de 5,0%, 7,5% y 20,0% respectivamente) (Tabla 31).

Analizando la comparacién de la RIC de las medias geométricas de los titulos de Acs
anti-NA en ambos grupos etarios en funcidn de las temporadas vacunales, también se
observaron diferencias significativas (Tabla 32). En adultos, la RIC frente a la cepa
A/Weiss/1943 fue significativamente mayor en la temporada 2014-2015 (RIC: 3,4) con
respecto a la RIC observada en la temporada 2013-2014 (RIC: 1,6). En mayores de 65
afios, las RIC observadas frente a las cepas A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007 en
la cohorte vacunada en la temporada 2014-2015 fueron significativamente superiores
(RIC:2,2 y RIC:2,8 respectivamente) con respecto a la cohorte poblacional de la

temporada 2013-2014 (RIC:1,4 y RIC:2,3 respectivamente).
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Tabla 31. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la tasa de seroconversion (%-TSC) de los titulos de Acs anti-NA frente a cepas gripales
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 en adultos y mayores de 65 afios en funcién de la temporada vacunal considerada (x> de Pearson; p<0,05).

Individuos 15-64 afios Individuos = 65 afios

Cepas gripales A(HIN1) | Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 Temp. 2013-14 Temp. 2014-15

y A(H1IN1)pdmO09 n (%-TSC) n (%-TSC) p-valor n (%-TSC) n (%-TSC) p-valor
A/PR/8/1934 7 (17,5) 0 (0,0) 0,006 4 (10,0) 5(12,5) 0,723
A/Weiss/1943 4 (10,0) 21 (52,5) <0,001 6 (15,0) 5 (12,5) 0,745
A/FM/1/1947 11 (27,5) 6 (15,0) 0,172 2 (5,0) 8 (20,0) 0,053
A/Brazil/11/1978 4 (10,0) 8 (20,0) 0,210 3(7,5) 12 (30,0) 0,010
A/Brisbane/59/2007 9 (22,5) 5(12,5) 0,239 8 (20,0) 21 (52,5) 0,002
A/California/07/2009 16 (40,0) 26 (65,0) 0,025 24 (60,0) 20 (50,0) 0,369

Tabla 32. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la razén de incremento (RIC) de las MGTs de Acs anti-NA frente a cepas gripales
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 en adultos y mayores de 65 afios en funcidn de la temporada vacunal considerada (T-Student; p<0,05).

Individuos 15-64 afios Individuos > 65 afios
Cepas gripales A(HIN1) | Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 ;| p-valor | Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 p-valor
y A(HIN1)pdmO09 RIC RIC RIC RIC
A/PR/8/1934 1,3 1,3 0,998 1,6 1,5 0,453
A/Weiss/1943 1,6 3,4 0,001 1,5 1,4 0,933
A/FM/1/1947 2,1 1,8 0,455 1,4 1,7 0,059
A/Brazil/11/1978 1,3 1,8 0,078 1,4 2,2 0,001
A/Brisbane/59/2007 1,8 1,9 0,359 2,3 2,8 0,006
A/California/07/2009 3,4 3,5 0,271 3,6 3,0 0,039
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e Analisis de la eficacia vacunal seguin los criterios EMA.

Para analizar la eficacia seroldgica de las vacunas utilizadas en la induccién de Acs
anti-NA, se analizaron los parametros determinados por la EMA (TSP, TSCy RIC). Este
analisis permite realizar una aproximacion sobre la eficacia de la vacuna estacional
frente a la NA, utilizando pardmetros que son utilizados Unicamente frente a la HA. A
pesar de que la EMA determina que para que la vacuna estacional sea eficaz
serolégicamente debe cumplir Unicamente con uno de los tres criterios evaluados, en
este trabajo hemos considerado necesario evaluar los tres criterios a la vez. El analisis
de la eficacia seroldgica vacunal para Acs frente a la NA se realizé utilizando los dos

correlatos seroldgicos propuestos, 1/40 y 1/80.

El andlisis de la eficacia vacunal mostrd que la TSP post-vacunal, tanto considerando
un valor de seroproteccion de 1/40 como de 1/80, fue superior al 90,0% tanto en
mayores de 65 afios como en adultos en ambas temporadas frente a todas las cepas
A(H1N1) estacionales y frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(H1IN1)
pandémico (Tabla 33). La Unica expepcidn observada a esta consideracién fue la TSP

post-vacunal en adultos frente a la cepa A/PR/8/1934.

La vacunacién cumplid los tres criterios EMA de eficacia vacunal tanto en el grupo de
adultos como en los individuos mayores de 65 anos frente a la cepa pandémica

A/California/07/2009 (Tabla 33).

Frente a cepas pertenecientes al subtipo A(H1N1) estacional se cumplieron los
siguientes criterios (Tabla 33):
- Temporada 2013-2014:
o Adultos:
= A excepcion de la TSP post-vacunal, tanto para valores 1/40
como 1/80, no se cumplidé ningln criterio mas frente a los virus
A(H1N1) clasicos.
o Mayores de 65 afos:
= La RIC fue de 2,3 (superior a 2,0) frente a la cepa

A/Brisbane/59/2007. A excepcidn de la TSP post-vacunal tanto
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para valores 1/40 como 1/80, no se cumplid ningln criterio mas
frente a los virus A(H1N1) clasicos.
Temporada 2014-2015:
o Adultos:
= Tanto la TSC como la RIC fueron superiores al 40% (TSC 52,5%) y
a 2,5 (RIC 3,4) respectivamente frente a la cepa A/Weiss/1943.
= A excepcion de la TSP post-vacunal, tanto para valores 1/40
como 1/80, no se cumplid ningun criterio mas frente a los virus
A(H1IN1) clasicos.
o Mayores de 65 afos:
= Tanto la TSC como la RIC fueron superiores al 30% vy a 2,0
respectivamente frente a las cepas A/Brazil/11/1978 (TSC 30,0%;
RIC 2,2) y A/Brisbane/59/2007 (TSC 52,5%; RIC 2,8).
= A excepcion de la TSP post-vacunal tanto para valores 1/40
como 1/80, no se cumplid ningun criterio mas frente a los virus

A(H1IN1) clasicos.
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Tabla 33. Valores de tasa de seroproteccion (TSP>1/40 y >1/80), tasa de seroconversion (TSC) y Razén de Incremento (RIC) siguiendo los
criterios EMA de eficacia seroldgica vacunal frente a las cepas de gripe A(HIN1) y cepa A(H1IN1) pandémica, distribuidos en los grupos etarios y
temporadas vacunales. *Color rojo: Valor superior al cut-off del criterio EMA.

Criterio

Criterio
EMA
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Analisis filogenético del gen de la Neuraminidasa (N1) de las cepas gripales

Con el objetivo de conocer la distancia genética y la relacién filogenética de las cepas
de gripe A(H1N1) utilizadas en los estudios serolégicos, se realizd un analisis de las
secuencias del gen de la NA de las cepas gripales incluidas en el estudio. Se realizaron
dos analisis filogenéticos. En el primero, se incluyé el gen de la NA de las cepas del
estudio y ademads otras cepas de gripe representativas del resto de NAs existentes
(Figura 40). El segundo andlisis incluyd unicamente las cepas de gripe A(HIN1) que

fueron utilizadas en los estudios serolégicos (Figura 41).

La similitud genética (% de similitud/100) del gen de la NA entre los diferentes virus
de la gripe A(HIN1) y A(HIN1) pdm09 analizados se describen en la Tabla 34. La
homologia genética observada en el gen de la NA entre las cepas del subtipo A(HIN1)
clasico fue superior al 85%. La homologia genética mas elevada se observé entre las
cepas A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947 (96,7%) y la mas baja entre las cepas
A/PR/8/1934 y A/Brisbane/59/2007 (85,6%). La cepa pandémica A/California/07/2009
(subtipo A(HIN1)pdmO09) mostrd una homologia genética con las cepas pertenecientes
al subtipo A(HIN1) clasico de entre el 72,1% (A/Brisbane/59/2007) y el 76,4%
(A/FM/1/1947).
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Figura 40. Arbol filogenético del gen de la NA de las cepas gripales A(H1N1) incluidas

en el estudio y de cepas pertenecientes al resto de subtipos de NA descritos.
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Figura 41. Arbol filogenético del gen de la NA de las cepas gripales de los subtipos
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 incluidas en el estudio. Escala temporal de los eventos mads
importantes del subtipo A(HIN1) cldsico y del subtipo A(HIN1)pdmOQ09 durante la

historia natural de este virus en los siglos XX y XXI.
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Tabla 34. Similitud genética expresada como % similitud/100 del gen de la neuraminidasa (N1) entre las diferentes cepas gripales del subtipo

A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 incluidas en el estudio.

A/California/07/2009 A/Brisbane/59/2007 A/Brazil/11/1978 A/FM/1/1947 A/Weiss/1943 A/PR/8/1934
A/California/07/2009 1,000
A/Brisbane/59/2007 0,721 1,000
A/Brazil/11/1978 0,762 0,909 1,000
A/FM/1/1947 0,764 0,857 0,929 1,000
A/Weiss/1943 0,752 0,864 0,941 0,967 1,000
A/PR/8/1934 0,753 0,856 0,920 0,938 0,950 1,000

155



Analisis de la respuesta mediada por Acs anti-HA

Analisis de Acs anti-HA previos a la vacunacion

En este apartado se estudia la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales en ambas
cohortes de poblacidn analizadas (265 afios y de 15-64 aios) frente a las cepas gripales
clasicas del subtipo A(H1IN1) estacional y frente a la cepa A/California/07/2009 del
subtipo A(H1N1) pandémico. Para el andlisis de la presencia de Acs anti-HA se utilizé
Unicamente el correlato de seroproteccion con titulos >1/40, que es el que

tradicionalmente se ha utilizado para los andlisis serolégicos frente a este antigeno.

En primer lugar, en este epigrafe se analiza el nivel de Acs anti-HA pre-vacunales
en la poblacién global del estudio, y en segundo lugar, se analiza el nivel de Acs en los
dos grupos etarios de poblacidn estudiados y en funcién de la cada temporada

analizada.

e Andlisis de la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales en la poblacion global del

estudio.

El andlisis de los titulos de Acs anti-HA de los sueros pre-vacunales frente a la cepa
A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1) pandémico mostré una TSP pre-vacunal del
70,6% (n=113) en la poblacion global estudiada (Figura 42). Frente a las cepas del

subtipo A(H1N1) clasico se observaron las siguiente TSP pre-vacunales:

—  A/PR/8/1934: 19,4% (n=31).

—  A/Weiss/1943: 12,5% (n=20).

— A/FM/1/1947:39,4% (n=63).

— A/Brazil/11/1978: 51,3% (n=82).

— A/Brisbane/59/2007: 53,1% (n=85).
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La TSP pre-vacunal aumentd de forma continua en la poblacion global desde Ia
primera cepa analizada (A/PR/8/1934) hasta la cepa A/California/07/2009,
coincidiendo las TSP pre-vacunales mas bajas con los virus mas antiguos y las mas altas

con las cepas de circulacién mas actual.

La cepa gripal que mas sueros mostré con titulos elevados (por encima de 1/160) fue
la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(HIN1) pandémico (36,9%) (Tabla 35). Por
otro lado, el porcentaje global de sueros con titulos mayores a este valor (1/160) no

supero el 10% frente a ninguna de las cepas gripales del subtipo A(H1IN1) cldsico.
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Figura 42. Tasa de seroproteccidn pre-vacunal global frente a la HA de cepas A(H1N1) clasicas y A(HIN1)pdmO9.
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Tabla 35. Distribucidn global de los titulos de Acs anti-HA pre-vacunales e individuos con titulos protectores de Acs anti-HA frente a cepas

gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09. N2: numero de individuos; %: distribucion porcentual.

A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009

Titulo Ne % Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
<10 58 363 | 8 556 | 29 181 | 10 6,3 1 0,6 0 0,0
10 44 275 | 36 225 | 28 175 | 15 9,4 29 18,1 29 18,1
20 27 169 | 15 9,4 40 250 | 53 33,1 45 28,1 18 11,3
40 20 12,5 | 14 8,8 36 225 | 43 26,9 51 31,9 24 15,0
80 8 5,0 3 1,9 17 10,6 | 23 14,4 24 15,0 30 18,8
160 2 1,3 3 1,9 7 4,4 16 10,0 9 5,6 20 12,5
320 1 0,6 0 0,0 3 1,9 0 0,0 1 0,6 19 11,9
640 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 20 12,5
Titulos>1/40| 31 194 | 20 125 | 63 394 | 82 51,3 85 53,1 113 70,6
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e Analisis de la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales en funcion del grupo etario.

El ensayo serolégico RIH demostré la presencia de Acs anti-HA antes de la
vacunacion frente a todas las cepas A(H1N1) analizadas en ambos grupos etarios
(Figura 43). En el grupo de adultos, la TSP pre-vacunal mas baja fue observada frente a
la cepa A/Weiss/1943 (6,3%), y la mas elevada frente a la cepa A/California/07/2009
(75,0%). En el caso de los individuos mayores de 65 afios, la TSP pre-vacunal mas baja
se observé frente a la cepa A/Weiss/43 (18,8%) y la mas elevada frente a la cepa

A/California/07/2009 (66,3%).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la TSP pre-vacunal entre
ambos grupos etarios frente a las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943, A/FM/1/1947 y
A/Brisbane/59/2007 (x2 de Pearson; p<0.05) (Tabla 36); siendo la TSP pre-vacunal
significativamente mas elevada en el grupo > 65 afos frente a las dos cepas A(H1IN1)
clasicas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943, y significativamente mas elevada en el grupo de
edad de 15-64 afios frente a las cepas A/FM/1/1947 y A/Brisbane/59/2007 (x2 de
Pearson; p<0.05).

La presencia de Acs anti-HA de los sueros pre-vacunales fue analizada mediante el
calculo de la Media Geométrica de los titulos (MGTs). El test T de Student para
muestras independientes se utilizd para comprobar la existencia de diferencias entre
los valores MGTs pre-vacunales entre ambos grupos etarios frente a los distintos virus

gripales del subtipo A(H1N1) estacional y A(HIN1) pandémico (Tabla 37).
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Figura 43. Distribucion porcentual de individuos con titulos de Acs anti-HA protectores (> 1/40) entre grupos etarios frente a las cepas de gripe

A(H1IN1) cldsicas y A(HLN1)pdmO9.

161



Tabla 36. Tasa de seroproteccion pre-vacunal y nimero total de individuos con titulos
de Acs anti-HA protectores antes de la vacunacion frente a cada cepa de gripe
analizada por grupo etario. Valores de significacién estadistica (p-valor) de la tasa de
serproteccién frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09. N: nimero de

individuos pre-protegidos; % (TSP): tasa de seroproteccién pre-vacunal.

Cepas gripales A(H1N1) 15-64 aios 2 65 aios

vy A(HIN1)pdm09 N % (TSP) N % (Tsp) | Prvalr
A/PR/8/1934 10 12,5 21 26,3 0,003
A/Weiss/1943 5 6,3 15 18,8 0,010
A/FM/1/1947 39 48,8 24 30,0 0,013
A/Brazil/11/1978 46 57,5 36 45,0 0,316
A/Brisbane/59/2007 53 66,3 32 40,0 0,025
A/California/07/2009 60 75,0 53 66,3 0,316

Tabla 37. Media geométrica de los titulos (MGTs) de Acs anti-HA y diferencias entre los
valores MGTs de los sueros pre-vacunales frente cepas gripales A(HIN1) y

A(HIN1)pdmO09 por grupo etario. IC95%: intervalo de confianza al 95%; (p<0,05).

Cepas gripales A(H1IN1) MGTs Anti-HA (IC95%) pre-vacunales

y A(H1IN1)pdmO09 15-64 afios > 65 afios p-valor
A/PR/8/1934 9,1(7,8-10,7) 16,4 (13,2-20,9) <0,001
A/Weiss/1943 7,6 (6,6-8,9) 10,6 (8,6-13,1) 0,010

A/FM/1/1947 27,6 (22,1-33,6) 16,8 (13,2-21,0) 0,002

A/Brazil/11/1978 38,0 (32,2-45,8) 25,5 (20,4-31,5) 0,005

A/Brisbane/59/2007 40,7 (34,4-49,4) 23,6 (19,8-27,9) <0,001
A/California/07/2009 101,1 (73,0-136,8) 49,2 (37,7-65,2) 0,001
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La MGTs pre-vacunales mas elevada se observé frente a la cepa
A/California/07/2009 en el grupo de individuos de 15-64 afios (Tabla 37). Cabe
destacar que el valor de la MGTs en el grupo de individuos 265 anos frente a la cepa
pandémica supone menos de la mitad del valor de MGTs correspondiente al grupo de
adultos. El analisis de la MGTs demostrd la existencia de diferencias significativas entre
ambos grupos etarios frente a todas las cepas gripales A(H1N1) analizadas (Test T-
Student; p<0,05), siendo la MGTs significativamente mas elevada en los 265 afios
frente a las cepas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943, y significativamente mas elevada en
los adultos frente a las cepas y A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978, A/Brisbane/59/2007 y
A/California/07/2009 (Student-T; p<0.05).

e Andlisis del nivel de Acs anti-HA pre-vacunales en funcion de la temporada

estacional y grupo etario.

La TSP pre-vacunal en funcién de las temporadas estacionales de gripe y en funcién
del grupo etario poblacional queda reflejada en la Tabla 38. Se realiz6 un test Chi-
cuadrado (a=0,05) para comprobar si la TSP pre-vacunal frente a cada una de las cepas
gripales A(H1N1) estudiadas fue diferente entre las dos temporadas estacionales de
gripe y entre ambos grupos etarios.No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las TSP pre-vacunales entre ambas temporadas, ni para adultos ni

para mayores de 65 anos (x2 de Pearson; p<0.05) (Tablas 39 y 40).
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Tabla 38. Tasa de seroproteccion pre-vacunal y nimero de individuos con titulos de
Acs anti-HA protectores (= 1/40) en cada temporada y grupo etario frente a cepas
gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdm09. %-TSP: tasa de seroproteccion pre-vacunal.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015
Cepas gripales A(HLN1) | 15-64 afios 2 65 afios | 15-64 afios 2 65 afios
y A(H1N1)pdmO09 N (%-TSP) N (%-TSP) | N (%-TSP) N (%-TSP)
A/PR/8/1934 3(7,5) 8 (20,0) 7 (17,5) 13 (32,5)
A/Weiss/1943 3(7,5) 7 (17,5) 2 (5,0) 8 (20,0)
A/FM/1/1947 22 (55,00 14(35,0) | 17(42,5)  10(25,0)
A/Brazil/11/1978 23 (57,5) 17 (42,5) | 23(57,5) 19 (47,5)
A/Brisbane/59/2007 30(75,00 20(50,0) | 23(57,5) 12 (30,0)
A/California/07/2009 28 (70,00 23(57,5) | 32(80,0) 30(75,0)

Tabla 39. Numero de individuos seroprotegidos antes de la vacunacion (Acs anti-
HA>1/40) de 15-64 afios en funcidn de la temporada estacional frente a cepas gripales
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 (x % de Pearson; p<0,05).

Individuos 15-64 afios

Cepas gripales A(H1N1) Temp. 2013-14 Temp.2014-15

y A(HIN1)pdmO09 (n1=40) (n2=40) p-valor
A/PR/8/1934 3 7 0,176
A/Weiss/1943 3 2 0,644
A/FM/1/1947 22 17 0,263
A/Brazil/11/1978 23 23 1,000
A/Brisbane/59/2007 30 23 0,098
A/California/07/2009 28 32 0,302
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Tabla 40. Numero de individuos seroprotegidos antes de la vacunacion (Acs anti-
HA>1/40) mayores de 65 afios en funcién de la temporada estacional frente a cepas
gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 (x 2 de Pearson; p<0,05).

Individuos 2 65 aiios

Cepas gripales A(H1N1) Temp. 2013-14 Temp.2014-15

y A(H1IN1)pdmO09 (n1=40) (n2=40) p-valor
A/PR/8/1934 8 13 0,204
A/Weiss/1943 7 8 0,775
A/FM/1/1947 14 10 0,329
A/Brazil/11/1978 17 19 0,653
A/Brisbane/59/2007 20 12 0,068
A/California/07/2009 23 30 0,098

Analisis de los Acs anti-HA tras la vacunacion estacional frente al subtipo

A(H1N1)pdmo09

En este apartado se estudia el efecto de la vacuna trivalente anual para inducir la
produccién de Acs anti-HA frente a cepas gripales clasicas del subtipo A(HIN1)

estacional y frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(HIN1) pandémico.

e Anadlisis global del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacién

de Acs anti-HA frente a cepas de gripe A(H1N1) clasicas y actuales.

La distribucidn de los titulos de Acs anti-HA post-vacunales frente a las cepas del
subtipo A(H1N1) clasico y A(HIN1)pdmO9 analizadas en la poblacién estudiada se
representa en la tabla 41.El analisis seroldgico mediante RIH de los sueros pre-
vacunales y post-vacunales de la poblacion del estudio mostré un aumento en el
numero de individuos con titulos protectores de Acs anti-HA (>1/40) tras la
administracion de la vacuna estacional anual frente a todas las cepas gripales A(HIN1)

analizadas (Figura 44). La mayor TSP tras la vacunacion fue de 93,1% frente a la cepa
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A/California/07/2009, y la menor fue de 12,5% frente a la cepa A/Weiss/1943. La TSP-
post-vacunal aumento con respecto a la pre-vacunal entre 1,31 veces frente a la cepa
A/California/07/2009 (subtipo A(HIN1)pdm09) y 1,67 veces frente a la cepa

A/PR/8/1934, lo que supone que la TSP post-vacunal aumenté globalmente de media

un 33% con respecto a la pre-vacunal.

Los valores de la TSP, TPV y TSC obtenidos mediante el estudio RIH de los sueros pre
y post-vacunales frente a las cepas gripales del subtipo A(H1IN1) estacional y del
subtipo A(HIN1) pandémico estan expuestos en la Tabla 42 y Figura 45. La mayor TSC
tras la vacunacion se observo frente a la cepa A/California/07/2009 (43,1%) y la menor
frente a la cepa A/Weiss/1943 (4,4%). Entre los parametros de este estudio se analizd
también la tasa de proteccién conferida por la vacuna (TPV), calculandose como el
porcentaje de individuos que adquirieron un titulo >1/40 frente a un determinado
virus tras la vacunacién. La vacunacion estacional administrada en la poblacién global,
que incluia la cepa A/California/07/2009 (pdm), indujo un aumento homalogo de los
Acs anti-HA hasta titulos protectores en el 22,5% (TPV) de los individuos frente a dicha
cepa pandémica. También se observé un aumento en el nivel de Acs anti-HA
protectores frente a cada una de las cepas del subtipo A(H1N1) estacional incluidas en
el estudio. Este aumento en el nivel de Acs anti-HA protectores tras la vacunacién
(TPV) fue desde un 4,4% (A/Weiss/1943) hasta un 18,8% (A/Brisbane/59/2007).
Ninguna de las cepas gripales estacionales estudiadas estaba incluida como cepa

vacunal en las temporadas vacunales del estudio.
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Tabla 41. Distribucién global de los titulos de Acs anti-HA post-vacunales frente a cepas del subtipo A(H1IN1) y subtipo A(HIN1)pdmO09. N:

ndimero de individuos; %: distribucién porcentual.

A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009

Titulo N % N % N % N % N % N %
<10 36 22,5 58 36,3 14 8,8 6 3,8 0 0,0 0 0,0
10 45 28,1 49 30,6 20 12,5 15 9,4 13 8,1 4 2,5
20 27 16,9 26 16,3 40 25,0 29 18,1 32 20,0 7 4,4
40 22 13,8 10 6,3 37 23,1 52 32,5 54 33,8 14 8,8
80 23 14,4 11 6,9 29 18,1 38 23,8 41 25,6 16 10,0
160 5 3,1 3 1,9 15 9,4 20 12,5 13 8,1 29 18,1
320 2 1,3 3 1,9 4 2,5 0 0,0 5 3,1 25 15,6
640 0 0,0 0 0,0 1 0,6 0 0,0 1 0,6 65 40,6
>640 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,6 0 0,0
Titulos > 1/40 52 32,5 27 16,9 86 53,8 110 68,8 115 71,9 149 93,1
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Figura 44. Tasa de seroproteccidn (TSP) global pre y post-vacunal frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09.
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Tabla 42. Resultados globales de la TSP pre y post-vacunal, TPV y TSC frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09. TSP: tasa de

seroprotecciéon; TPV: tasa de proteccion vacunal; TSC: tasa de seroconversion.

A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009

N2 total de sueros 160 160 160 160 160 160
N2 pre-protegidos 31 20 63 82 85 113
TSP pre-vacunal (%) 19,4 12,5 39,4 51,3 53,1 70,6
N2 post-protegidos 52 27 86 110 115 149
TSP post-vacunal (%) 32,5 16,9 53,8 68,8 71,9 93,1
TPV (%) 13,1 4,4 14,4 17,5 18,8 22,5

N2 seroconversiones 16 7 18 10 24 69
TSC (%) 10,0 4,4 11,3 6,3 15,0 43,1
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e Analisis del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacidon de Acs
anti-HA en funcion del grupo etario.

De igual modo que en el andlisis por grupo etario de los Acs frente a la NA, el analisis
de la produccién de Acs anti-HA en funcién del grupo etario no sélo busca mostrar las
diferencias debidas a la edad de los individuos adultos y mayores de 65 afios, sino
también mostrar las diferencias entre dos conceptos vacunales diferentes. Es
necesario recordar que el grupo de mayores de 65 afos fue vacunado con una vacuna
adyuvada, mientras que los adultos fueron vacunados con vacunas inactivadas sin
adyuvante. Por tanto, los resultados mostrados a continuacidn hacen referencia tanto
a las diferencias de edad como a las debidas al uso de un tipo de vacuna diferente en
cada grupo. Con el fin de facilitar la redaccién de los resultados, se utilizara solo la

comparacion etaria como referencia de ambos conceptos.

Tras la vacunacion antigripal, se observé un aumento de la TSP post-vacunal en
ambos grupos etarios frente a todas las cepas analizadas (Figura 46). Se observé una
TSP post-vacunal superior al 18.8% de los individuos adultos y del 26.3% en el grupo
>65 afios frente a todas las cepas A(HIN1) y A(HIN1) pdm09. El aumento de la TSP fue
significativo en ambos grupos etarios frente a todas las cepas (McNemar; p<0.05) con
excepcion del grupo de individuos de 15-64 afios frente a la cepa A/Weiss/1943 (Tabla
43).

171



e 01,3

. . 66,3
Al omia) 07 200 o 55,0
75,0
I G, 3
. 40,0
A Brisbane 50 200 e 77,5
66,3
[«)]
o
E I S - | 65 aios)
[ ] ost-vacunal (= 65 arios
£ a/Brazil/11/1978 250 3
=) I £,
= 57,5 .
= TSP pre-vacunal (2 65 afios)
Py
s I 46,3
z A/FM/1/1947 30,0 B TSP post-vacunal (15-64 afios)
o N 0,0
< 48,8 .
3 TSP pre-vacunal (15-64 aiios)
g I 26,3
T . 18,8
ﬁ A/Weiss/1943 75
3 6,3
I .
26,3
PR 103 . 213
12,5
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

% de individuos seroprotegidos (Acs anti-HA 21/40)
Figura 46. Tasa de Seroproteccion global pre y post-vacunal en ambos grupos etarios analizados frente a cepas gripales A(HIN1) y

A(HIN1)pdm09.

172



Tabla 43. Numero de individuos con titulos de Acs anti-HA protectores (>1/40) antes y después de la vacunacion antigripal. Valores de

significacidon estadistica (p-valor) del nimero de individuos seroprotegidos antes y después de la vacunacion frente a cepas gripales A(HIN1) y

A(HIN1)pdmO09.
Grupo 15-64 afios (n1=80) Grupo 265 anos (n2=80)
i o pre- ° - o pre- 0 .

Cepas gripales A(H1IN1) N pt:e N po'st STl N pl:e N po‘st el
y A(HIN1)pdmO09 protegidos protegidos protegidos protegidos
A/PR/8/1934 10 17 0,016 21 35 <0,001
A/Weiss/1943 5 6 1,000 15 21 0,031
A/FM/1/1947 39 49 0,002 24 37 <0,001
A/Brazil/11/1978 46 67 <0,001 36 43 0,016
A/Brisbane/59/2007 53 62 0,004 32 53 <0,001
A/California/07/2009 60 76 <0,001 53 73 <0,001
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Para analizar si la vacunacidn estacional antigripal de la poblacidon a estudio indujo una
respuesta humoral significativa en términos de seroconversién (TSC) frente a los diferentes
virus analizados, se realizé un test de McNemar de muestras relacionadas (a=0,05). La
vacunacion estacional frente a la cepa A/California/07/2009 (subtipo A(HIN1)pdm09) indujo
una respuesta humoral heterotipica significativa (p<0.05) en ambos grupos etarios frente a
la HA de la mayoria de las cepas gripales A(H1N1) analizadas (Tabla 44). Dicha
seroconversién no fue significativa en el grupo de adultos frente a la cepa A/Weiss/1943
(con sélo una seroconversién), ni tampoco en el grupo de individuos mayores de 65 afios
frente a la cepa A/Brazil/11/1978, en el que sdlo seroconvirtieron tres individuos. La mayor
TSC heterdloga tras la vacunacidn se observé en el grupo de 265 aiios frente a la cepa
A/Brisbane/59/2007 (22,5%), seguida de la cepa A/FM/1/1947 (13,8%) en el mismo grupo
etario. Por otro lado, la vacuna frente a la cepa A/California/07/2009 produjo
seroconversion homodloga en el 41,3% en adultos (n1=33) y del 45% en mayores de 65 afios

(n2=36).

Se realizoé un test Chi-cuadrado (a=0,05) de variables independientes para comprobar si la
seroconversion inducida por la vacunacién fue diferente entre ambos grupos etarios frente a
cada una de las cepas gripales A(H1IN1) analizadas (Tabla 45). Se observd una seroconversiéon
significativamente mayor en el grupo de individuos mayores de 65 afios con respecto a los
individuos adultos frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 (p<0.05). No se encontraron

diferencias significativas en la seroconversion entre el resto de virus analizados.
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Tabla 44. Numero de seroconversiones (SC) y tasa de seroconversiéon (TSC) frente a cepas
gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 tras la vacunacion estacional de ambos grupos etarios.

Valores de significacion estadistica del analisis de la TSC (p-valor).

Grupo 15-64 aiios (n1=80) Grupo 2 65aiios (n2=80)
S?L\IC;:lslilrllF)):Icier:\gnglNl) SC TSC (%) p-valor SC TSC (%) p-valor
A/PR/8/1934 7 8,8 0,016 9 11,3 0,004
A/Weiss/1943 1 1,3 1,000 6 7,5 0,031
A/FM/1/1947 7 8,8 0,016 11 13,8 0,001
A/Brazil/11/1978 7 8,8 0,016 3 3,8 0,250
A/Brisbane/59/2007 6 7,5 0,031 18 22,5 i <0,001
A/California/07/2009 33 41,3 < 0,001 36 45,0 |<0,001

Tabla 45. Comparacién estadistica de la tasa de seroconversién homoéloga frente a la cepa
A/California/07/2009 y heterdloga frente a las cepas A(H1N1) clasicas entre ambos grupos

etarios (x? de Pearson; p<0,05).

Tasa de Seroconversion (%)

Cepas gripales A(HIN1) y - _ S " _
A(HIN1)pdm09 15-64 afios (n1=80) 2 65afos (n2=80) | p-valor
A/PR/8/1934 8,8 11,3 0,580
A/Weiss/1943 1,3 7,5 0,239
A/FM/1/1947 8,8 13,8 0,303
A/Brazil/11/1978 8,8 3,8 0,198
A/Brisbane/59/2007 7,5 22,5 0,007
A/California/07/2009 41,3 45,0 0,819
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Los valores de las MGTs en cada grupo etario frente a cada cepa de gripe A(HIN1)
analizada asi como los valores del intervalo de confianza (IC95%) para las MGTs estan
representados en la Tabla 46. La comparacién de las MGTs post-vacunales en funcion del
grupo etario se realizé mediante el uso del estadistico de contraste T-Student de muestras
independientes. Este andlisis mostré diferencias significativas entre ambos grupos etarios
frente a todas las cepas gripales A(H1N1) analizadas. Las MGTs post-vacunales fueron
significativamente mas elevadas en el grupo de adultos frente a las cepas A/FM/1/1947,
A/Brazil/11/978, A/Brisbane/59/2007 y A/California/07/2009, y significativamente mas
elevadas en el grupo de individuos mayores de 65 afos frente a las cepas A/PR/8/1934 y

A/Weiss/1943 (T-Student; p<0.05).

Tabla 46. Media geométrica de los titulos (MGTs) post-vacunales de Acs anti-HA y
diferencias entre las MGTs frente a las cepas gripales analizadas entre ambos grupos etarios

(T-student; p<0,05).

Cepas gripales A(HIN1)y | MGTs Anti-HA (IC95%) post-vacunales
A(H1IN1)pdm09 15-64 aios 2 65 afios p-valor
A/PR/8/1934 12,6 (10,4-15,2) 25,3 (20,2-32,6) | <0,001
A/Weiss/1943 9,4 (7,9-11,5) 16,1 (12,8-21,0) 0,001
A/FM/1/1947 39,6 (31,4-49,5) 26,8 (21,4-33,9) 0,020
A/Brazil/11/1978 55,1 (47,2-63,2) 29,3 (24,0-35,5) 0,000
A/Brisbane/59/2007 54,6 (45,5-66,2) 39,0 (32,5-47,2) 0,015
A/California/07/2009 298,5(238,6-378,7) 162,8(129,9-211,4) | 0,001

Los valores de las MGTs pre y post-vacunales en ambos grupos etarios asi como el
incremento de estos titulos (RIC) tras la vacunacion estan expuestos en la Tabla 47. La
vacunacion antigripal con la cepa A/California/07/2009 (pdm) indujo un aumento de la MGTs
de Acs anti-HA post-vacunales con respecto a los pre-vacunales en ambos grupos
poblacionales frente a todas las cepas incluidas en el estudio. El mayor incremento en las
MGTs de Acs anti-HA se observé frente a la cepa A/California/07/2009 (pdm) en ambos
grupos etarios, siendo aproximadamente el doble que frente al resto de cepas A(HIN1)
analizadas (RIC adultos=3,0; RIC 265 afios=3,3). El perfil de las GMTs pre-vacunales y su

incremento tras la vacunacion estacional de gripe se muestra en la Figura 47.
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Tabla 47. MGTs pre y post-vacunales y RIC de Acs anti-HA en ambos grupos etarios frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmQ9.

Cepas gripales A(H1N1)

. ] . _ ]
v A(HIN1)pdmo09 Grupo etario | MGTs pre-vacunales (IC 95%) | MGTs post-vacunales (IC 95%) RIC
15-64 afios 9,1(7,8-10,7) 12,6 (10,4-15,2) 1,4
A/PR/8/1934 .
> 65 afios 16,4 (13,2-20,9) 25,3 (20,2-32,6) 1,5
_ 15-64 afios 7,6 (6,6-8,9) 9,4 (7,9-11,5) 1,2
A/Weiss/1943
/Weiss/ > 65 afios 10,6 (8,6-13,1) 16,1 (12,8-21,0) 15
15-64 afios 27,6 (22,1-33,6) 39,6 (31,4-49,5) 1,4
A/FM/1/1947
/FM/1/ > 65 afios 16,8 (13,2-21,0) 26,8 (21,4-33,9) il e
15-64 af 38,0 (32,2-45,8 55,1 (47,2-63,2 1,5
A/Brazil/11/1978 anos /0(32,2-45,8) /1(47,2-63,2) ’
> 65 afios 25,5 (20,4-31,5) 29,3 (24,0-35,5) 1,1
_ 15-64 afios 40,7 (34,4-49,4) 54,6 (45,5-66,2) 1,3
A/Brisbane/59/2007
RN > 65 afios 23,6 (19,8-27,9) 39,0 (32,5-47,2) 1,7
o 15-64 afios 101,1 (73,0-136,8) 298,5 (238,6-378,7) 3,0
A/California/07/2009 N
> 65 afios 49,2 (37,7-65,2) 162,8 (129,9-211,4) 3,3
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Figura 47. Perfil de las medias geométricas de los titulos (MGTs) de Acs anti-HA pre y
post-vacunales en ambos grupos etarios frente a cepas gripales A(HIN1) y

A(HIN1)pdmO09.
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e Analisis del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacidn de Acs

anti-HA en funcidn del grupo etario y de la temporada vacunal.

En este epigrafe se analiza el efecto de la vacunacion estacional antigripal sobre la
generacioén de Acs anti-HA en funcién del grupo etario y de la temporada vacunal. Al
igual que en el analisis de los Acs anti-HA, conviene recordar que los dos grupos
mayores de 65 ainos fueron vacunados en las dos temporadas analizadas con la misma
vacuna adyuvada. Sin embargo, los dos grupos de adultos comparados en este trabajo
se vacunaron con dos vacunas distintas, ya que durante la temporada 2013-14
recibieron una vacuna inactivada fraccionada, y durante la temporada 2014-15
recibieron una vacuna inactivada de antigenos de superficie. Esta diferencia en el tipo
de vacuna administrada se tuvo en cuenta para la comparacién entre las dos

temporadas estudiadas en las que estén implicados los dos grupos de adultos.

La TSP post-vacunal en funcién de las temporadas vacunales y del grupo etario
poblacional queda reflejada en la Tabla 48. Frente a la cepa A/California/07/2009 del
subtipo A(H1IN1) pandémico, la TSP post-vacunal observada fue de al menos un 90%
en ambos grupos etarios y temporadas vacunales. Frente a las cepas gripales
pertenecientes al subtipo A(HIN1), la TSP post-vacunal observada mas baja fue de un
7,5% en el grupo de adultos frente a la cepa A/Weiss/1943 en ambas temporadas
vacunales. Por otro lado, la TSP post-vacunal mas alta (TSP: 87,5%) se observé en el
grupo de adultos frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 en la temporada vacunal 2013-
2014.

El nimero de individuos que mostraron seroconversion y la TSC de los titulos de Acs
anti-HA tras la vacunacidén antigripal en funcion de las temporadas estacionales de
gripe y en funcién del grupo etario poblacional quedan reflejados en la Tabla 49.
Frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1) pandémico, TSC observada
fue de al menos un 25% en ambos grupos etarios y temporadas vacunales. Frente a las
cepas gripales pertenecientes al subtipo A(HLN1), la TSC mas alta fue un 22,5% en el
grupo de mayores de 65 afios frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 en ambas

temporadas. Las TSC mas bajas fueron las observadas en el grupo de adultos frente a
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las cepas A/Weiss/1943 (TSC: 2,5%) y A/Brisbane/59/2007 (TSC: 2,5%) en la temporada
2014-2015. No se observé seroconversion de los titulos de Acs anti-HA en el grupo de
adultos frente a la cepa A/Weiss/1943 (temporada 2013-2014) ni frente a la cepa
A/PR/8/1934 (temporada 2014-2015). Tampoco se observé seroconversion de los
titulos de Acs anti-HA en el grupo de mayor edad frente a la cepa A/Brazil/11/1978 en
la temporada 2014-2015.

Tabla 48. NUmero de individuos con titulos de Acs anti-HA protectores (> 1/40) y tasa
de seroproteccidn (%-TSP) tras la vacunacidn en funcién de la temporada vacunal y del

grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015

Cepas gripales A(HIN1) | 15-64 afilos 2 65 anos | 15-64 aiios 2 65 afios

y A(H1N1)pdmO09 N (%-TSP) N (%-TSP) | N (%-TSP) N (%-TSP)

A/PR/8/1934 10 (250) 10(250) | 7(17,5)  25(62,5)

A/Weiss/1943 3(7,5) 9 (22,5) 3(7,5  12(30,0)

A/FM/1/1947 26 (65,00 21(52,5) | 23(57,5) 16 (40,0)

A/Brazil/11/1978 34(85,0) 23(57,5) | 33(82,5) 20(50,0)

A/Brisbane/59/2007 35(87,5) 27(67,5) | 27(67,5) 26 (65,0)
)

A/California/07/2009 36 (90,00 36(90,0) | 40(100,0) 37(92,5)

180



Tabla 49. Numero de individuos que mostraron seroconversion y tasa de
seroconversion (%-TSC) tras la vacunacion en funcidn de la temporada vacunal y del

grupo etario frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9.

Temporada 2013-2014 | Temporada 2014-2015

Cepas gripales A(H1N1) | 15-64 aflos 2 65 afnos | 15-64 afios 2 65 afos

y A(HIN1)pdm09 N (%-TSC) N (%-TSC) | N (%-TSC) N (%-TSC)
A/PR/8/1934 7 (17,5) 2 (5,0) 0(0,0) 7 (17,5)
A/Weiss/1943 0(0,0) 2 (5,0) 1(2,5) 4(10,0)
A/FM/1/1947 3(7,5) 7(17,5) | 4(10,0)  4(10,0)
A/Brazil/11/1978 4 (10,0) 3(7,5) 3(7,5) 0 (0,0)
A/Brisbane/59/2007 5(12,5)  9(22,5) 1(2,5) 9 (22,5)
A/California/07/2009 | 10(25,0) 19 (47,5) | 23(57,5) 17 (42,5)

Los valores de las MGTs pre y post-vacunales en ambos grupos etarios asi como el
incremento de estos titulos (RIC) tras la vacunacién estan expuestos en la Tabla 50. Las
MGTs de Acs anti-NA observadas tras la vacunacidén en ambos grupos etarios
aumentaron con respecto a las MGTs pre-vacunales observadas frente a todas las
cepas del subtipo A(HIN1) y frente a la cepa del subtipo A(HIN1)pdm09. La RIC de las
MGTs de Acs anti frente a la HA de la cepa pandémica (A(H1IN1)pdm09), incluida en la
vacuna, oscilé desde 2,2 a 3,9 en el grupo de adultos en las temporadas 2013-2014 y
2014-15, respectivamente. Frente a las cepas del subtipo A(H1IN1), cepas no incluidas
en la vacuna, la RIC tras la vacunacién oscilé desde 1,1 a 1,8 en el grupo de adultos
frente a la cepa A/PR/8/1934 en las temporadas 2014-2015 y 2013-14,

respectivamente.
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Tabla 50. Valores de MGTs y RIC de los sueros pre y post-vacunales en ambos grupos

etarios frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 en funcién de la campana

vacunal.

Temporada 2013-2014

Cepas gripales

Grupo  MGTs pre-vacunales MGTSs post-

A(:{:il)\lplgn‘:og etario (IC 95%) vacunales (IC 95%) RIC
15- 64 4,8 (2,8-7,8) 8,6 (5,1-14,0) 1,8

A/PR/8/1934
/PR/8/ > 65 8,0 (4,7-13,4) 11,2 (6,6-18,8) 1,4
15- 64 2,7 (1,7-4,5) 3,3 (2,0-5,4) 1,2

A/Weiss/1943
> 65 5,5 (3,1-9,5) 7,2 (4,0-12,4) 1,3
15- 64 27,6 (17,5-41,6) 38,7 (24,5-58,2) 1,4

A/FM/1/1947
/FM/1/ > 65 14,9 (9,6-22,3) 25,4 (16,3-38,0) 1,7
15- 64 38,4 (30,7-46,9) 57,5 (46,1-70,4) 1,5

A/Brazil/11/1978
> 65 24,3 (17,0-34,0) 31,6 (22,1-44,2) 1,3
15- 64 46,4 (36,2-62,1) 65,0 (50,7-87,0) 1,4
A/Brisbane/59/2007
> 65 28,2 (20,2-38,2) 45,2 (32,3-61,1) 1,6
15- 64 80,7 (54,0-116,9) 177,5(118,9-257,2) | 2,2
A/California/07/2009

> 65 36,7 (24,9-52,4) 132,2 (92,2-193,9) | 3,6
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Temporada 2014-2015

Cepas gripales A(HIN1) Grupo MGTs pre-vacunales MGTs post-

y A(H1N1)pdmO09 etario (IC95%) vacunales (IC 95%) RIC
6,2 (4,0-9,5) 6,8 (4,4-10,4) 1,1

15- 64
A/PR/8/1934 > 65 21,5 (14,7-30,0) 36,5 (25,0-50,9) 1,7
4,5(2,9-7,1) 5,9 (3,8-9,2) 1,3

15- 64
A/Weiss/1943 > 65 9,5 (6,1-14,4) 16,2 (10,4-24,5) 1,7
23,1 (16,3-33,2) 34,6 (24,4-49,7) 1,5

15- 64
A/FM/1/1947 S 65 12,7 (7,9-19,3) 19,0 (11,9-29,0) 1,5
37,7 (30,6-46,5) 52,8 (42,9-65,1) 1,4

15-64
A/Brazil/11/1978 > §5 19,4 (12,7-28,5) 21,3 (14,0-31,1) 1,1
35,3 (27,5-45,0) 45,9 (35,7-58,5) 1,3

15- 64
A/Brisbane/59/2007 | - 19,8 (15,9-24,4) 33,6 (27,1-41,6) 1,7
51,2 (41,6-61,6) 199,8 (162,3-240,4) 3,9

15- 64
A/California/07/2009 > 65 66,1 (49,3-96,9) 200,4 (143,0-281,1) 3,0
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Como se ha comentado con anterioridad, los dos grupos de adultos comparados
en este trabajo se vacunaron con dos vacunas inactivadas distintas mientras que los
dos grupos mayores de 65 afos fueron vacunados en las dos temporadas analizadas
con la misma vacuna adyuvada. Con esta razon, se realizé una comparacién estadistica
de la TSCy RIC entre las dos temporadas estudiadas en las que estaban implicados

ambos grupos etarios (Tabla 51y 52).

La TSC de los titulos de Acs anti-HA frente a la cepa del subtipo A(HIN1)pdmOQ9 fue
significativamente mayor en el grupo de adultos de la temporada 2014-2015 (TSC:
57,5%) con respecto a la cohorte de la temporada 2013-2014 (TSC: 25,0%). Por otro
lado, la TSC frente a la cepa A/PR/8/1934 fue significativamente mayor en la
temporada 2013-2014 (TSC: 17,5%) con respecto a la cohorte poblacional de la
temporada 2014-2015 (TSC: 0,0%) (Tabla 51). En mayores de 65 anos, no se
observaron diferencias significativas en la TSC frente a ninguna cepa del subtipo

A(H1N1) ni frente al subtipo A(HIN1) pmd09 entre las dos temporadas vacunales.

Analizando la comparacién de la RIC de las medias geométricas de los titulos de Acs
anti-HA en el grupo de adultos en funcidn de las temporadas vacunales incluidas en el
estudio (Tabla 52), se observaron diferencias significativas frente a la cepa
A/PR/8/1934 y frente a la cepa pandémica A/California/07/2009. La RIC fue
significativamente mayor frente a la cepa A/PR/8/1934 en la temporada 2013-2014
(RIC: 1,8) con respecto a la RIC observada en la temporada 2014-2015 (RIC: 1,1), y
significativamente mayor frente a la cepa pandémica en la temporada 2014-2015 (RIC:
3,9) con respecto a la temporada 2013-2014 (RIC: 2,2). En mayores de 65 afios, no se
observaron diferencias significativas en la RIC frente a ninguna cepa del subtipo

A(H1N1) ni frente al subtipo A(HIN1) pmd09 entre las dos temporadas vacunales.
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Tabla 51. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la tasa de seroconversion (%-TSC) de los titulos de Acs anti-HA frente a cepas
gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 en adultos y mayores de 65 afios en funcién de la temporada vacunal considerada (x ? de Pearson;

p<0,05).
Individuos 15-64 afios Individuos = 65 afios

Cepas gripales A(HIN1)y | Temp. 2013-14  Temp. 2014-15 o-valor Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 p-valor
A(H1N1)pdm09 n (%-TSC) n (%-TSC) n (%-TSC) n (%-TSC)

A/PR/8/1934 7 (17,5) 0000 oooe| 2(50 7 (17,5) 0,070
A/Weiss/1943 0(0,0) 1(2,5) 0,152 2 (5,0) 4 (10,0) 0,157
A/FM/1/1947 3(7,5) 4 (10,0) 0,692 7 (17,5) 4 (10,0) 0,114
A/Brazil/11/1978 4 (10,0) 3(7,5) 0,692 3(7,5) 0(0,0) 0,081
A/Brisbane/59/2007 5 (12,5) 1(2,5) 0,090 9 (22,5) 9 (22,5) 0,951
A/California/07/2009 10 (25,0) 23(575) 10002 | 19(475) 17 (42,5) 0,562

Tabla 52. Valores de significacion estadistica (p-valor) de la razéon de incremento (RIC) de las MGTs de Acs anti-HA frente a cepas gripales

A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 en adultos y mayores de 65 afios en funcidn de la temporada vacunal considerada (T-Student; p<0,05).

Individuos 15-64 afios Individuos > 65 afios

Cepas gripales A(H1N1) y Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 o-valor Temp. 2013-14 Temp. 2014-15 o-valor
A(H1N1)pdm09 RIC RIC (n1=40) (n2=40)

A/PR/8/1934 18 1,1 [ <0,001 | 1,4 1,7 0,820
A/Weiss/1943 1,2 1,3 0,933 1,3 1,7 0,078
A/FM/1/1947 1,4 1,5 0,455 1,7 1,5 0,720
A/Brazil/11/1978 1,5 1,4 0,077 1,3 1,1 0,067
A/Brisbane/59/2007 1,4 1,3 0,359 1,6 1,7 0,300
A/California/07/2009 2,2 3,9 3,6 3,0 0,328
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e Analisis de la eficacia vacunal seguin los criterios EMA.

La eficacia seroldgica de las vacunas antigripales administradas se analizo utilizando
los parametros TSP, TSCy RIC, siguiendo los criterios EMA de analisis de la eficacia
vacunal para ambos grupos de poblacién entre las distintas temporadas vacunales

(Tabla 53).

En el caso de las cepas gripales analizadas pertenecientes al subtipo A(HIN1)
estacional, el andlisis de la eficacia vacunal utilizando los criterios EMA mostré que se

alcanzaron los valores requeridos de TSP post-vacunal:

- frente a la A/Brazil/11/1978 en el grupo de adultos (15-64 afios) en ambas
temporadas vacunales incluidas en el estudio.

- frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 en el grupo de adultos (15-64 afios) en la
temporada 2013-2014.

- frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 en los mayores de 65 afios en ambas
temporadas vacunales incluidas en el estudio.

- frente a la cepa A/PR/8/1934 en los mayores de 65 afios en la temporada 2014-
2015.

En términos de TSC y de RIC, no se alcanzaron los valores requeridos segun los
criterios EMA frente a ninguna de las cepas del subtipo A(H1N1) estacional en ninguno

de los grupos etarios ni temporadas vacunales del estudio.

Frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1) pandémico, cepa incluida
en la vacunas trivalentes estacionales administradas en cada una de las temporadas
del estudio, se alcanzaron los tres criterios EMA requeridos en el analisis de la eficacia
vacunal (TSP, TSCy RIC) en el grupo de mayores de 65 afios y en ambas temporadas
vacunales. Con relacidn al grupo de adultos, Unicamente se alcanzaron los tres criterios
en la temporada 2014-2015. En el grupo de adultos de la temporada 2013-2014 sdlo la

TSP frente al subtipo pandémico alcanzd el cut off establecido por la EMA.
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Tabla 53. Valores de TSP, TSC y RIC siguiendo los criterios EMA de eficacia vacunal frente a cepas gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmQ9,

distribuidos en los grupos etarios y temporadas estacionales vacunales considerados en el estudio.

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

Temporada 2013-2014

Criterio EMA | A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009
TSP 25,0 7,5 65,0 85,0 87,5 90,0
15-64 aios TSC 17,5 0,0 7,5 10,0 12,5 25,0
RIC 1,8 1,2 1,4 1,5 1,4 2,2
TSP 25,0 22,5 52,5 57,5 67,5 90,0
2 65 afnos TSC 5,0 5,0 17,5 7,5 22,5 47,5
RIC 1,4 1,3 1,7 1,3 1,6 3,6
Temporada 2014-2015
Criterio EMA | A/PR/8/1934 | A/Weiss/1943 | A/FM/1/1947 | A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007 | A/California/07/2009
TSP 17,5 7,5 57,5 82,5 67,5 100,0
15-64 anos TSC 0,0 2,5 10,0 7,5 2,5 57,5
RIC 1,1 1,3 1,5 1,4 1,3 3,9
TSP 62,5 30,0 40,0 50,0 65,0 92,5
2 65 afnos TSC 17,5 10,0 10,0 0,0 22,5 42,5
RIC 1,7 1,7 1,5 1,1 1,7 3,0
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Analisis filogenético del gen de la Hemaglutinina (H1) de las cepas gripales

Con el objetivo de conocer la distancia genética y la relacién filogenética de las cepas
de gripe A(H1N1) utilizadas en los estudios seroldgicos, se realizd un analisis de las
secuencias del gen de la HA de las cepas gripales A(HIN1) incluidas en el estudio. En
primer lugar, se incluyeron ademas cepas de gripe pertenecientes al resto de subtipos
de HA descritos hasta el momento para asi realizar un arbol filogenético completo
(Figura 48). En segundo lugar, se realizé un arbol filogenético incluyendo en este caso
solo las cepas de gripe A(HIN1) que fueron utilizadas en los estudios seroldgicos

(Figura 49).

Los porcentajes de similitud genética (% de similitud/100) del gen de la HA entre los
diferentes virus de la gripe A(HIN1) y A(HIN1) pdmO09 analizados se describen en la
Tabla 54. La homologia genética observada en el gen de la HA entre las diferentes
cepas analizadas pertenecientes al subtipo A(H1N1) fue superior al 84,8%. La
homologia genética mas alta observada fue entre las cepas A/FM/1/1947 y
A/Brazil/11/1978 (95,5%) y la mas baja fue la homologia genética observada entre las
cepas A/PR/8/1934 y A/Brisbane/59/2007 (84,8%). La cepa pandémica
A/California/07/2009 (subtipo A(H1IN1) pdm09) mostré una homologia genética con
las cepas pertenecientes al subtipo (H1IN1) entre el 67,3% (A/Brisbane/59/2007) vy el
72,7% (A/PR/8/1934).
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Figura 48. Arbol filogenético del gen de la HA de las cepas gripales A(H1N1) incluidas

en el estudio y de cepas pertenecientes al resto de subtipos de HA descritos.
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Figura 49. Arbol filogenético del gen de la HA de las cepas gripales de los subtipos
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 incluidas en el estudio. Escala temporal de los eventos mads
importantes del subtipo A(HIN1) cldsico y del subtipo A(HIN1)pdmO09 durante la

historia natural de este virus en los siglos XX y XX.

190



Tabla 54. Similitud genética expresada como % similitud/100 del gen de la hemaglutinina (H1) entre las diferentes cepas gripales del subtipo

A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9 incluidas en el estudio.

A/California/07/2009 A/Brisbane/59/2007 A/Brazil/11/1978 A/FM/1/1947 A/Weiss/1943 A/PR/8/1934
A/California/07/2009 1,000
A/Brisbane/59/2007 0,673 1,000
A/Brazil/11/1978 0,708 0,915 1,000
A/FM/1/1947 0,724 0,880 0,955 1,000
A/Weiss/1943 0,724 0,866 0,935 0,943 1,000
A/PR/8/1934 0,727 0,848 0,912 0,921 0,941 1,000
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Analisis comparativo de la respuesta mediada por Acs anti-NA y Acs anti-HA

Analisis comparativo de los Acs pre-vacunales anti-NA y anti-HA

En este primer apartado se analizan de forma comparativa los titulos pre-existentes
de Acs anti-NA como de Acs anti-HA en la poblacién global del estudio, con el objeto
de conocer si existe algun tipo de correlacidn en el titulo de anticuerpos frente a
ambos antigenos. En segundo lugar, se realiza un analisis comparativo de los
anticuerpos en relacidn con los dos grupos etarios poblacionales incluidos en el

estudio.

e Analisis comparativo de los Acs pre-vacunales anti-NA y anti-HA en la poblacion.

Tomando el valor 21/40 como titulo seroprotector frente a ambos antigenos (HA y
NA), la TSP pre-vacunal fue muy superior frente a la NA que frentealaHA en la
poblacién global estudiada (Figura 50). La TSP pre-vacunal frente a la HA oscil6 desde
un 12,5% frente a la cepa A/Weiss/1943 hasta un 70,6% de los sueros frente a la cepa
A/California/07/2009 (pdm09). Por su parte, la TSP frente a la NA fue de al menos un
88,8% frente a todas las cepas gripales analizadas, siendo en todos los casos superior al
constatado frente a la HA. La TSP pre-vacunal frente a la NA fue 1,23 veces (para la
cepa A/California/07/2009) y 7,9 veces (para la cepa A/Weiss/1943) mas elevada que
frente a la HA. Estas diferencias entre ambas TSP pre-vacunales fueron mas elevadas
entre los virus circulantes entre 1930 y 1943 y descendid paulatinamente hasta ser

muy cercana al 1:1 en la cepa A/California/07/2009 del subtipo pandémico.

Para un mayor analisis de estos datos, se realizd una clasificacion de los titulos de
Acs pre-vacunales de ambos antigenos en titulos no protectores (aquellos por debajo
de un titulo 1/40), titulos protectores medios (>1/40 a 1/160) y titulos protectores
altos (>1/160) (Tabla 55). El porcentaje de individuos con titulos protectores pre-
vacunales altos fue mayor frente a la NA que frente a la HA en todas las cepas
analizadas, a excepcioén de la cepa A/California/07/2009 (pdm09), frente a la que se

observé un porcentaje similar de individuos con titulos pre-vacunales elevados (24,4%
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frente a la HA 'y 28,8% frente a la NA). En |la categoria de titulos protectores medios
(21/40 a 1/160) fue donde se observé una mayor similitud en el porcentaje de
individuos que presentaban este tipo de titulos entre los Acs anti-HA y Acs anti-NA. En
la figura 51 se puede apreciar cémo los titulos de Acs anti-HA observados fueron cada
vez mas elevados seguln estos eran referidos frente a cepas gripales mas actuales,

mientras que los Acs frente a la neuraminidasa se mantuvieron estables.
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A(HIN1)pdmO09. TSP, Tasa de seroproteccion.

194



Tabla 55. NUmero y porcentaje de sueros pre-vacunales en la poblacidn global con titulos de Acs anti-HA y anti-NA no protectores (<1/40),

titulos protectores medios (=1/40 a 1/160) y titulos protectores altos (>1/160) frente a las cepas gripales analizadas.

A/PR/8/1934 i A/Weiss/1943: A/FM/1/1947 i A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007  A/California/07/2009
Titulos Acs anti-HA| N2 % N2 % N2 % N2 % N2 % N2 %
<40 129 80,6 140 87,5 97 60,6 78 48,8 75 46,9 47 29,4
40-160 30 18,8 20 12,5 60 37,5 82 51,3 84 52,5 74 46,3
>160 1 0,6 0 0,0 3 1,9 0 0,0 1 0,6 39 24,4
A/PR/8/1934 i A/Weiss/1943: A/FM/1/1947 i A/Brazil/11/1978 | A/Brisbane/59/2007  A/California/07/2009
Titulos Acs anti-NA| N¢ % N2 % Ne % N2 % N2 % N2 %
<40 18 11,3 2 1,3 6 3,8 1 0,6 1 0,6 14 8,8
40-160 89 55,6 45 28,1 69 43,1 51 31,9 75 46,9 100 62,5
>160 53 33,1 113 70,6 85 53,1 108 67,5 84 52,5 46 28,8
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Figura 51. Distribucion porcentual de sueros pre-vacunales con titulos de Acs anti-HA y
anti-NA no protectores (<1/40), titulos protectores medios (>1/40 a 1/160) y titulos

protectores altos (>1/160) frente a las cepas gripales analizadas.
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La correlacion entre los titulos de Acs pre-vacunales anti-NA y Acs anti-HA se

determiné evaluando la correlacién entre las medias geométricas de los titulos

mediante el test paramétrico de Pearson (Tabla 56). Unicamente se observé una

correlacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre los titulos de Acs anti-HA y

anti-NA en la poblacién global frente a la cepa A/PR/8/1934. No obstante, la

correlacién entre ambos tipos de Acs antigripales fue positiva pero con un nivel de

correlacién bajo (0,295). No se observé significacion estadistica (p<0,05) para el resto

de cepas gripales del estudio y, por tanto, no se pudo sefalar que, en general, hubiera

correlacién entre los titulos de Acs pre-vacunales anti-HA y anti-NA observados.

Tabla 56. MGTs de Acs anti-HA y anti-NA en la poblacidn global frente a las cepas

gripales analizadas. Correlacion entre las MGTS (Pearson; p<0,05).

Cepas gripales A(H1N1)

MGTs pre-vacunales (IC 95%)

Correlacion

y A(HIN1)pdmO09 Acs anti-NA Acs anti-HA Pearson (p-valor)
A/PR/8/1934 134,5(112,1-159,3) 12,2 (10,5,14,0) 0,295 <0,001
A/Weiss/1943 519,6 (418,4-636,8) 9,0 (7,9-10,3) 0,152 0,055
A/FM/1/1947 246,7 (209,2-293,3) 21,5(18,3-25,4) 0,014 0,859
A/Brazil/11/1978 347,3 (294,6-404,2) 31,1 (26,6-36,0) 0,092 0,248
A/Brisbane/59/2007 236,2 (205,6-273,7) 31,0(27,3-35,6) | -0,043 0,589
A/California/07/2009 117,1(98,9-137,4) 70,5 (56,8-88,0) 0,067 0,398
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e Analisis comparativo de los Acs pre-vacunales anti-NA y anti-HA en funcién

del grupo etario.

En este apartado, se realizé en primer lugar, un estudio comparativo descriptivo de
la TSP pre-vacunal observada frente ambos antigenos gripales (HA y NA) en ambos
grupos etarios poblacionales incluidos en el estudio. En segundo lugar, se realizaron
dos tipos de andlisis estadisticos para comprobar si existia una relacién entre los dos
tipos de respuesta de Acs anti-gripales. El primer analisis estadistico consistié en
conocer si la presencia de un titulo hemaglutinante protector (Acs anti-HA >1/40)
pudiera estar relacionada con un mayor titulo de Acs anti-NA en la poblacién
analizada. El segundo analisis consistid en realizar una aproximacidn estadistica del
titulo de Acs frente a la NA que deberia considerarse como correlato de seroproteccion

tomando como base el ya conocido para la HA.

Como ha sido comentado en el parrafo anterior, se realizd en primer lugar un
estudio comparativo descriptivo de la TSP pre-vacunal. La TSP pre-vacunal frente a la
NA fue muy superior que la TSP pre-vacunal frente a la HA en ambos grupos etarios
(Tabla 57). La TSP pre-vacunal frente a la HA oscilé desde un 6,3% frente a la cepa
A/Weiss/1943 en los individuos adultos hasta un 75,0% en el grupo etario de mayores
de 65 afios frente a la cepa A/California/07/2009 (pdm09), mientras que la TSP pre-
vacunal frente a la NA fue superior al 81,3% en ambos grupos etarios frente a todas las
cepas gripales analizadas. El analisis de los datos muestra que todos los individuos
mayores de 65 afios mostraron titulos de Acs 21/40 frente a la NA de las cepas

A/Weiss/1943, A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007.
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Tabla 57. Tasa de seroproteccion (TSP) en individuos adultos y mayores de 65 afios

frente a la HA y la NA de las cepas de gripe A(H1IN1) clasicas y A(HIN1)pdmO09.

TSP HA TSP NA

(Acs anti-HA 21/40) (Acs anti-NA 21/40)

Cepas gripales A(H1IN1) y " " " "

15-64 anos | 2 65 anos | 15-64 anos | 2 65 anos
A(H1N1)pdm09

A/PR/8/1934 12,5 26,3 81,3 96,3
A/Weiss/1943 6,3 18,8 97,5 100,0
A/FM/1/1947 48,8 30,0 92,5 100,0
A/Brazil/11/1978 57,5 45,0 98,8 100,0
A/Brisbane/59/2007 66,3 40,0 98,8 100,0

A/California/07/2009 75,0 66,3 86,3 96,3

Como se ha enunciado anteriormente, se estudié si la presencia de titulos de Acs
hemaglutinantes a titulo protector (21/40) en la respuesta inmunoldgica de un
individuo condicionaba a que ese mismo individuo presentara un titulo superior de Acs
anti-NA frente a aquellos individuos con titulos hemaglutinantes no protectores. Con
este motivo, se realizé una comparacién de la media del logaritmo de los titulos de Acs
anti-NA entre aquellos individuos que presentaron titulos hemaglutinantes protectores
o no. De esta forma, los dos grupos etarios considerados (adultos y mayores de 65
anos) se estratificaron a su vez en dos subgrupos en funcidn de los Acs
hemaglutinantes pre-vacunales observados. En el subgrupo 1 se incluyeron aquelos
individuos con titulos no protectores de HA (<1/40), mientras que en el subgrupo 2 se
agruparon los individuos con titulos hemaglutinantes protectores (>1/40). Este analisis
se realizd con la media logaritmica de los titulos de Acs anti-NA (Media log Acs anti-NA)
con objeto de seguir una distribucién normal. La distribucidn de las medias de los
logaritmos de los Acs anti-NA en funcion del grupo considerado se muestra en |la Tabla

58 y Figuras 52 y 53.

Se observaron Unicamente diferencias significativas (test T-Student; p<0,05) en la
media logaritmica de los titulos de Acs anti-NA frente a las cepas A/PR/8/1934 y
A/FM/1/1947 entre los individuos seroprotegidos (subgrupo 2) y no seroprotegidos

(subgrupo 1) frente a la HA de estas cepas, dentro del grupo de mayores de 65 afos.
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En otros términos, dentro del grupo de mayor edad, aquellos que presentaban titulos
hemaglutinantes a titulo protector (subgrupo 2) mostraron ademas titulos de Acs anti-
NA significativamente mayores con respecto a quienes no presentaban titulos
protectores de Acs anti-HA (subgrupo 1). Frente al resto de cepas gripales A(HIN1) y
A(H1N1)pdmO09 no se observaron diferencias significativas en la media del logaritmo
de los titulos de Acs anti-NA entre ambos subgrupos. No obstante, cabe apreciar que la
media del logaritmo de los titulos de Acs anti-NA fue ligeramente superior en el grupo
de individuos que presentaban en sus sueros ademds Acs hemaglutinantes a titulo

protector (subgrupo 2).

Tabla 58. Media del logaritmo de los titulos pre-vacunales de Acs anti-NA en funcién
de los titulos de Acs anti-HA, en ambos grupos etarios. Analisis de las diferencias

mediante prueba T-Student (a: 0,05)

Grupo 15-64 aiios

Cepas gripales A(H1N1) l?/ledm log Acs antl-l\fA
y A(H1N1)pdmo09 Acs anti-HA<1/40 | Acs anti-HA 21/40 T- o-valor
(Subrupo 1) (Subrupo 2) Student

A/PR/8/1934 1,998 2,234 1,303 0,196
A/Weiss/1943 2,577 2,565 0,048 0,962
A/FM/1/1947 2,329 2,142 1,729 i 0,088
A/Brazil/11/1978 2,664 2,642 0,236 0,814
A/Brisbane/59/2007 2,427 2,306 1,079 0,287
A/California/07/2009 1,993 2,003 0,081 0,936

Grupo 265 ainos

Media log Acs anti-NA

Cepas gripales A(H1N1)
YA(H1N1)pdm09 Acs anti-HA<1/40 | Acs anti-HA 21/40 T-

(Subrupo 1) (Subrupo 2) Student |
A/PR/8/1934 2,148 2,462 2,966
A/Weiss/1943 2,815 3,027 1,257
A/FM/1/1947 2,451 2,768 3,878
A/Brazil/11/1978 2,416 2,446 0,291
A/Brisbane/59/2007 2,373 2,439 0,850
A/California/07/2009 2,093 2,159 0,623
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Figura 52. Analisis box-plot de la media del logaritmo y el intervalo de confianza al 95% de los titulos pre-vacunales de Acs anti-NA en funcién de los
titulos de Acs anti-HA en el grupo de adultos.
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Como se ha comentado con anterioridad, existe consenso de que un titulo de Acs
anti-HA igual o superior a 1/40 se considera el correlato de proteccidn frente a este
antigeno, denomindandose como titulo protector de anticuerpos. Sin embargo, para los
titulos de Acs anti-NA no existe actualmente un correlato de proteccidén propio. En este
trabajo se realizé un analisis estadistico de curvas ROC para hacer una aproximacion
sobre el titulo que deberia considerarse como correlato de seroproteccion frente a la

NA tomando como base el ya conocido para la HA.

Mediante la construccidn de estas curvas ROC se pretende conocer si existe una
relacion estadistica entre un titulo 1/40 frente a la HA, considerado como
seroprotector frente a este antigeno, y un titulo concreto frente a la NA. Esa capacidad
discriminativa para el estudio de Acs a titulo protector (Acs 21/40) se estudia mediante
las curvas ROC, hallandose valores de sensibilidad y especificidad para cada uno de los
diferentes titulos de Acs anti-NA observados en los sueros pre-vacunales frente a cada
una de las cepas gripales del estudio y en funcién del grupo etario, con un nivel de

significacidn estadistica (p<0,05).

El analisis de las curvas ROC determina unos valores de sensibilidad y especificidad
concretos para cada cepa de gripe analizada, relacionando los titulos de Acs
protectores y no protectores de la HA y la NA. Para determinar qué titulo de Acs anti-
NA correlacionaba mejor con un titulo de Acs frente a la HA de 1/40, se seleccionaron
aquellos titulos que mostraban una sensibilidad y especificidad superiores a un 50%
(Tabla 59). Tomando como punto de partida estos valores de sensibilidad y
especificidad, se valoraron sélo aquellas curvas ROC cuyo valor del drea bajo la curva

(ABC) fuera superior a 0,6 y ademas existiera significacion estadistica (p<0,05).

En las figuras 54 y 55 se representan las curvas ROC de los titulos de Acs anti-NA
frente a las cepas gripales A(H1N1) clasicas y cepas del subtipo A(HIN1)pdmQ9 en
ambos grupos etarios. Unicamente se observé que las curvas ROC frente a las cepas
A/PR/8/1934 y A/FM/1/1947 en mayores de 65 afios mostraron un ABC de 0,7
(superior al 0,6 fijado anteriormente) y una significacién estadistica p<0,05. Los titulos
de Acs anti-NA que cumplieron con los parametros establecidos de sensibilidad y
especificidad superiores al 50% fueron de 1/240 para la cepa A/PR/8/1934 y de 1/480

para la cepa A/FM/1/1947 en los individuos mayores de 65 afios. Este analisis
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mostraria que, para el caso concreto de estas dos cepas y Unicamente en mayores de
65 afios, un titulo de Acs anti-NA de 1/240y 1/480 podrian considerarse como

correlatos de seroproteccion.

Tabla 59. Valores del drea bajo la curva de las curvas ROC para la seleccion del titulo de
Acs anti-NA como titulo protector en funcion del grupo etario frente a cepas gripales
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09. Valores de area bajo la curva (ABC), del titulo de Acs anti-

NA propuesto y de significacion estadistica.

Titulo
Siﬂzslﬁgs:je;g;“lNl) Grupo etario cuzxggo ¢ p-valor | Acs anti-NA
propuesto
A/PR/8/1934 15- 64 aiios 0,626 0,200 120
2 65 anos 0,711 0,004 240
A/Weiss/1943 15- 64 aiios 0,504 0,976 480
2 65 anos 0,614 0,171 480
A/FM/1/1947 15- 64 aios 0,398 0,118 480
2 65 anos 0,723 0,002 480
A/Brazil/11/1978 15- 64 aios 0,519 0,774 480
2 65 ainos 0,509 0,377 480
A/Brisbane/59/2007 15- 64 aios 0,435 0,344 480
2 65 anos 0,561 0,356 240
A/California/07/2009 15- 64 aiios 0,506 0,938 120
2 65 anos 0,552 0,445 120
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Analisis comparativo entre los Acs post-vacunales anti-NA y anti-HA

En este apartado se analiza el efecto de la vacuna trivalente anual en ambos grupos
etarios (adultos y mayores de 65 aios) sobre la generacion de Acs especificos frente a
la NA y la HA de cepas gripales de los subtipos A(HIN1) y A(HIN1)pdmQ9. Para el
estudio de la respuesta serolégica a la vacunacién se analizaron los valores de tasa de
seroconversion (TSC) y razéon de incremento (RIC) de las medias geométricas de titulos
de Acs anti-NA y anti-HA frente a las cepas gripales A(HIN1) Y A(HIN1)pdm 09, valores

representados en las figuras 56 y 57.

Los datos de este estudio muestran que la vacunacién antigripal indujo una mayor
seroconversion y una mayor RIC de la media geométrica de los titulos de Acs frente a
la NA en comparacién con la HA frente a la mayoria de las cepas analizadas, tanto en
adultos como en los mayores de 65 afos (figuras 56 y 57). Los valores mas altos de TSC
y RIC se observaron en ambos grupos etarios frente a la cepa pandémica
A/California/07/2009, cepa incluida en la vacuna. Por otro lado, la vacunacion en
ambos grupos de edad indujo una mayor TSC y RIC frente a la NA con respecto a la HA
de todas las cepas gripales analizadas del subtipo A(H1N1), con la Unica excepcion de
la cepa de la cepa A/PR/8/1934, frente a la cual la administracién de la vacuna indujo
el mismo numero de seroconversiones tanto frente a la NA como frente a la HA en

ambos grupos etarios.
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Figura 56. Valores de tasa de seroconversiéon (TSC-%) de los titulos de Acs anti-HA y anti-NA en individuos adultos y mayores de 65 afios frente

a cepas gripales del subtipo A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9.
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Figura 57. Valores de razén de incremento (RIC) de la media geométrica de los titulos de Acs anti-HA y anti-NA en individuos adultos y mayores

de 65 afios frente a cepas gripales del subtipo A(HIN1) y A(HIN1)pdmOQ9.

209



e Analisis del efecto de la vacuna trivalente anual sobre la generacion de Acs

anti-NA y anti-HA en funcidn del tipo de vacuna administrada.

Realizar una comparacidn entre ambos tipos de respuesta post-vacunal de Acs en
funcién del grupo etario considerado supone evaluar la comparacion de la respuesta
de Acs frente a ambos antigenos gripales (NA y HA) en funcidn del tipo de vacuna
antigripal administrada. Esto se debe al hecho de que en el grupo de individuos adultos
(15-64 afios), todos recibieron vacunas inactivadas antigripales del tipo no adyuvada,
mientras que los individuos mayores de 65 afios recibieron vacuna inactivada
antigripal de tipo adyuvada. En definitiva, se estudio la existencia de posibles
diferencias estadisticamente sifnificativas entre los distintos tipos de respuesta de Acs
en términos de TSC y RIC en funcidn del tipo de vacuna administrada: adyuvada o no

adyuvada.

Se realizé un test McNemar (a=0,05) de variables dependientes para comprobar si
tras la vacunacion la TSC fue significativamente diferente frente a la NA y HA de cada
una de las cepas gripales A(HIN1) (Tabla 60). La TSC fue significativamente mayor
frente a la NA (TSC: 31,3%) que frente a la HA (TSC: 1,3%) frente a la cepa
A/Weiss/1943 en el grupo de individuos de 15-64 afios (p<0,05). Por otro lado, la TSC
fue significativamente mayor frente a la NA (TSC: 8,8%) que frente a la HA (TSC: 3,8%)
frente a la cepa A/Brazil/11/1978 en aquellos individuos mayores de 65 afios (p<0,05).
No se encontraron diferencias significativas en la seroconversién homadloga frente a la
cepa pandémica A/California/07/2009 (incluida en la vacuna) para ambos grupos

etarios.

Se realizd un test T-Student (a=0,05) de variables dependientes para comprobar si la
RIC tras la vacunacidn fue diferente entre los titulos de Acs anti-NA y anti-HA frente a
cada una de las cepas gripales A(H1N1) (Tabla 61). La RIC fue significativamente mayor
frente a la NA que frente a la HA para las cepas A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947 en el
grupo etario de 15-64 afios, y frente a la cepa A/Brazil/11/1978 en el grupo de

individuos mayores de 65 afios.
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Tabla 60. Valores de Tasa de Seroconversion (TSC) en los titulos de Acs anti-NA y anti-

HA en funcidn del grupo etario frente a las cepas gripales A (H1N1) analizadas

(McNemar; p<0,05).

. . TSC (%) TSC (%)
Cepas gripales A(H1IN1) |Grupo etario p-valor
Acs anti-NA Acs anti-HA
A/PR/8/1934 15- 64 aios 8,8 8,8 1,000
2 65 aios 11,3 11,3 1,000
A/Weiss/1943 15- 64 afios 31,3 1,3 | <0,001 |
2 65 ainos 13,8 7,5 0,227
A/FM/1/1947 15- 64 aios 21,3 8,8 0,052
2 65 anos 12,5 13,8 1,000
A/Brazil/11/1978 15- 64 aiios 15,0 8,8 0,267
> 65 afios 18,8 3,8 | 0,008 |
A/Brisbane/59/2007 15- 64 aios 17,5 7,5 0,057
2 65 anos 36,3 22,5 0,080
A/California/07/2009 15- 64 aiios 52,5 41,3 0,078
2 65 afos 55,0 45,0 0,185

Tabla 61. Valores de RIC en los titulos de Acs anti-NA y anti-HA en funcidn del grupo

etario frente a las cepas gripales A (H1IN1) analizadas (T-Student; p<0,05).

RIC RIC
Cepas gripales A(H1N1) | Grupo etario| (Acs (Acs |T-Student| p-valor
anti-NA) | anti-HA)

A/PR/8/1934 15- 64 afos 1,3 1,4 1,263 0,235
2 65 anos 1,5 1,5 1,625 0,400

A/Weiss/1943 15- 64 afos 2,3 1,2 4,063

2 65 ainos 1,4 1,5 1,494

A/FM/1/1947 15- 64 afos 1,9 1,4 3,043
2 65 afos 1,5 1,6 0,801 0,425
A/Brazil/11/1978 15- 64 aiios 1,5 1,5 1,741 0,086

>65afios | 1,7 1,1 2,403 SN0,0490)

A/Brisbane/59/2007 | 15- 64 afios 1,8 1,3 1,602 0,113
2 65 afios 2,3 1,7 0,610 0,543
A/California/07/2009 | 15- 64 afios 3,4 3,0 0,150 0,881
2 65 afos 3,4 3,3 2,072 0,088
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Discusion

La HA de las vacunas antigripales induce respuestas humorales y proteccion
seroldgica en individuos de distintos grupos de edad y diferentes colectivos de riesgo.
Los métodos empleados para su medida y los correlatos de seroproteccion frente a la
HA que deben utilizarse para evaluar la eficacia de las vacunas antigripales son objeto
de debate actual. En el NIC de Valladolid se ha demostrado en trabajos recientes que
las vacunas estacionales antigripales son capaces de producir respuestas humorales

heterotipicas frente a virus no contenidos en su composicién (100,141,142).

Sin embargo, los conocimientos respecto a la respuesta e inmunidad previa frente a
la NA son mucho mds escasos y limitados. No existe mucha literatura cientifica que
evalle esta inmunidad ni el efecto de las vacunas antigripales actuales frente a la NA a

pesar de su implicacion en la respuesta humoral frente a la gripe.

El trabajo presentado para esta Tesis doctoral demuestra la existencia, en
porcentajes superiores a la HA, de Acs anti-NA previos a la vacunacidn, en la practica
totalidad de los individuos estudiados (143). Ademds, se demuestra una
seroconversion apreciable homdloga y heterdloga frente a la NA tras la vacunacién a

pesar de que el contenido de NA de las vacunas actuales no esta estandarizado.

En los apartados siguientes se tratara de explicar y describir aspectos cuantitativos y
cualitativos de esa respuesta, mayor cuantitativamente la de NA que lade HA y
relacionada con la posible edad de primo-infeccién de los individuos. Los resultados
obtenidos apuntan a una respuesta seroldgica frente a la NA estrechamente
relacionada con el Pecado Original Antigénico, formulado por Sir Thomas Francis en el
afo 1960 (78) para la HA. El interés por la NA es muy reciente, existiendo sélo un
numero limitado de publicaciones que demuestran que las vacunas antigripales
basadas en la HA inducen también respuestas de Acs frente a la NA (Acs anti-NA).
Estos resultados muestran el potencial de este antigeno en las vacunas estacionales,
por lo que su uso en las vacunas actuales deberia ser considerado y formularse un
correlato de proteccidn propio (73,108,144). En los siguientes apartados se discutiran

los resultados obtenidos frente a la NA y a la HA en términos cuantitativos y
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cualitativos de seroproteccidn, y se intentard establecer una correlacion entre ambas
respuestas seroldgicas, teniendo en cuenta los grupos etarios considerados y las

vacunas empleadas.

Este trabajo ha permitido estudiar por primera vez en una poblacién europea la
respuesta seroldgica tanto en términos de Acs anti-NA como de Acs anti-HA
conjuntamente y es uno de los pocos en estudiar conjuntamente ambas respuestas. El
analisis de los Acs anti-NA y anti-HA previos a la vacunacién en la poblacién de estudio,
con el fin de conocer su inmunidad previa frente a cepas gripales clasicas y mas
recientes del subtipo A(H1N1) estacional y de la variante pandémica A(H1IN1)pdmO09.
En segundo lugar, se analizd la respuesta seroldgica en términos de produccion de Acs
anti-NA y anti-HA tras la administracién de distintas vacunas antigripales estacional en

dichas poblaciones.

En resumen, en el presente trabajo se estableceran conclusiones derivadas del
analisis de la respuesta de Acs en sueros pre y post-vacunales de 160 individuos,
reclutados de dos campanias vacunales antigripales post-pandémicas (2013-14 y 2014-
15), frente a 5 virus de la gripe pre-pandémicos diferentes ademas del A(HIN1)pdmO09
vacunal, lo que supuso la realizacién de 3.840 reacciones de inhibicidn de
hemaglutinacién (RIH) y 3.840 reacciones de ensayo enzimatico ligado a lectina (ELLA)

durante un periodo de 3 ainos.
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Ambito poblacional del estudio

En este trabajo se presentan datos de la presencia de Acs pre-vacunales y post-
vacunales frente a distintos virus de la gripe A(H1N1) en dos grupos etarios de
poblacion, una poblacién de adultos (15-64 afios) y un grupo de mayores de 65 afos.
Esta clasificacion etaria ha sido clasicamente utilizada para el estudio de la eficacia y
efectividad de las vacunas antigripales (8,115,145—-148), asi como para el analisis de
diversos indicadores utilizados en el estudio sero-epidemiolégico de virus de la gripe
(149-152), como la contabilizaciéon del nimero de casos graves hospitalizados con
confirmacién de gripe (CGHCG) o el nUmero de hospitalizaciones con gripe confirmada,

independientemente de su gravedad.

El grupo de mayores de 65 afios constituye una de las dianas cldsicas de la
vacunacion antigripal por considerarse uno de los grupos de riesgo de complicaciones
asociadas a la gripe (153). Es por ello que muchos de los estudios de la eficacia y
efectividad vacunal se centran en este segmento de la poblacion (88,115,145-147). El
disefio experimental propuesto en este trabajo permite evaluar, entre otros factores,
las diferencias en los titulos de Acs en aquellos individuos mas mayores, que pudieron
ser primo-infectados por virus descendientes directamente de la Gripe Espafiola de
1918, en comparacién con aquellos individuos mas jovenes donde la respuesta inmune
frente a los virus de la gripe pueda estar condicionada a la exposicion a cepas mas

actuales.

Por otra parte, la diferencia en dos grupos etarios no sdélo hace referencia a la edad
de los individuos, sino también al tipo de vacuna que recibieron. Los mayores de 65
afos analizados en este trabajo recibieron vacunas de tipo adyuvado, que refuerzan la
inmunidad frente a la gripe, mientras que los adultos recibieron vacunas de tipo

inactivado no adyuvado.
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Caracteristicas demograficas de los individuos de 15-64 afos

La media de edad de los individuos incluidos en este estudio fue de 50,8 afios,

siendo esta media de edad similar entre ambas temporadas vacunales analizadas.

La distribucion porcentual de sexos varié en funcion de cada temporada vacunal
analizada pero la variacién fue minima de modo que no se observaron diferencias en

esta proporcién entre las diferentes temporadas.

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 inoculacion de la vacuna hasta la generacién
de una respuesta humoral completa, en la que el individuo haya alcanzado el maximo
titulo de Acs frente a un virus de la gripe determinado (130). El nimero medio de dias
entre la administracidn de la vacuna y la extraccién del suero post-vacunal fue en
ambas temporadas superior a 28 dias, por lo que se asegurd que la respuesta humoral

ha sido completa en todos los individuos del estudio.

Caracteristicas demograficas de los individuos 2 65 afos

La media de edad de los individuos mayores de 65 afios incluidos en este estudio fue
de 78,6 anos. Esta media de edad fue superior en la temporada 2014-2015 (81,2 anos)
que en la temporada 2013-2014 (76,0 afios), aspecto que ha de ser tenido en cuenta a
la hora de interpretar algunos de los epigrafes de este trabajo. La distribucion
porcentual de sexos varid minimanente en funcion de cada temporada vacunal

analizada, observandose valores similares entre el ratio hombre-mujer.

El nimero de dias desde la administracion de la vacuna hasta la extraccion del suero
post-vacunal (NDEV) fue en todos los individuos superior a 28 dias, del mismo modo
gue en el grupo de adultos. No hubo diferencias significativas en el NDEV medio entre
ambas temporadas vacunales, permitiendo la creacién de subgrupos poblacionales

homogéneos para su comparacion.
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Estudio de la respuesta serolégica mediada por Acs anti-NA

Para el estudio de la inmunidad humoral frente a la gripe en una poblacion se han
evaluado tradicionalmente los titulos de Acs anti-HA (62,105,106), mientras que otros
posibles correlatos de la proteccion inmunitaria (por ejemplo, los titulos de Acs anti-
NA) no han sido examinados con detalle. Siguiendo esta linea, las estrategias actuales
de vacunacién se han centrado predominantemente en aumentar la respuesta
humoral contra la HA. Asi mismo, los Acs anti-HA se usan rutinariamente para evaluar

la inmunidad humoral conferida tras la vacunacion antigripal (101,102).

Cada vez son mas los estudios que justifican que, ademas de la inmunidad conferida
por la HA, se necesita de otros correlatos de proteccidn para ofrecer una visién mas
completa sobre la proteccién frente a la gripe (62,114,129). Algunos trabajos muestran
gue la NA tiene relevancia en la respuesta humoral frente a la gripe (72,73,108), y en los
ultimos afos se ha despertado un mayor interés por este antigeno con el objeto de
conseguir una mejor proteccidon con las actuales vacunas antigripales. En este epigrafe
del presente trabajo se ha evaluado la proteccidn humoral y la respuesta a las vacunas
estacionales de dos poblaciones con edades diferentes frente a seis cepas A(HIN1)

distintas, enmarcando la importancia de la NA dentro de la proteccion frente a la gripe.

Estudio de Acs anti-NA previos a la vacunacion

Con el estudio del analisis pre-vacunal se pretende conocer el grado de protecciéon e
inmunizacion de una poblacion frente a determinados virus de la gripe. En este
epigrafe se estudia la presencia de Acs anti-NA pre-vacunales observados en la

poblacién en funcidon de los grupos etarios y de las campanas vacunales.
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e Estudio de Acs anti-NA pre-vacunales en funcion del grupo etario.

El andlisis ELLA demostro presencia de Acs anti-NA a titulos 21/10 en practicamente
la totalidad de los sueros pre-vacunales frente a todas las cepas del subtipo A(HIN1)
clasico y A(HIN1)pdmQ9 analizadas en la poblacién estudiada. Cabe mencionar que
Unicamente tres individuos mostraron titulos de Acs <1/10, cada uno de ellos frente a
las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947 respectivamente. Estos
individuos presentaban respectivamente una edad de 68, 59 y 56 anos, de modo que
por edad, no habian estado expuestos a la circulacién de estas cepas A(H1N1) clasicas
comentadas anteriormente. No obstante, la poblacién global estudiada mostré Acs
pre-vacunales de anti-NA a titulos =21/40 en una gran proporcion frente a todos los
virus gripales del subtipo A(H1IN1) clasico y del subtipo pandémico A(HIN1)pdmO9.
Para analizar de forma mdas pormenorizada las posibles explicaciones de la presencia
de estos Acs es necesario realizar un estudio por grupo etario, el cual se describe a

continuacion.

Analizando ambos grupos etarios, el porcentaje de individuos con titulos de Acs
anti-NA pre-vacunales frente a todas las cepas gripales fue elevado en ambos grupos.
El andlisis de Acs anti-NA previos a la vacunacién mostrd que estos estaban presentes
a titulos protectores >1/40 en mayores de 65 afios en mas del 96,3% frente a todas las
cepas A(HIN1) clasicas y en un 96,3% frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo
A(HIN1)pdmO09. En el grupo de adultos (15-64 aios), los Acs anti-NA se encontraban
en titulos 21/40 en mas del 81,3% de los individuos frente a todas las cepas A(HIN1) y
en un 86,3% frente a la cepa A/California/07/2009. Los Acs anti-NA observados en este
trabajo se corresponden con virus que han circulado entre 37 y 81 afios antes de la
obtencidn de los sueros pre-vacunales de los individuos estudiados, por lo que estos

resultados tienen relevancia.

El origen de estos Acs puede deberse a varios factores. Por un lado, la presencia de
estos Acs puede ser debida a infecciones pasadas causadas por las diferentes cepas del
subtipo A(H1IN1) y del subtipo A(HIN1)pdmOQ9, o a vacunaciones anteriores a la
obtencidn de los sueros pre-vacunales en las que estuviera presente alguna de estas

cepas. En este supuesto, los Acs anti-NA que hemos observado en este trabajo estarian
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presentes en estos individuos desde la exposicidn a estas cepas, manteniéndose como
fruto de la memoria inmunoldgica (154,155). En este contexto, los Acs anti-NA
generados desde dichas exposiciones al virus se habrian mantenido hasta el momento
incluso a titulos que para la NA se han considerado como protectores en este trabajo,
dando estos resultados relevancia a los contactos con la gripe que sufre un individuo

durante su vida.

Estos Acs anti-NA estan presentes a titulos protectores (tomando como correlato de
seroproteccién tanto un titulo 21/40 como >1/80) en un alto porcentaje tanto de
adultos como en mayores de 65 afios. Debido a la media de edad de los mayores de 65
afos, es muy probable que gran parte de estos individuos hayan estado en contacto, al
menos de forma natural, con todos los virus que se han estudiado en este trabajo, por
lo que la hipétesis de que estos Acs estén presentes en este grupo de edad como fruto
de la memoria inmunoldgica es plausible. Sin embargo, en el caso de los adultos, los
individuos mas mayores de este grupo han nacido en la década de 1950, por lo que los
Acs anti-NA observados frente a las cepas circulantes antes a esta fecha (A/PR/8/1934,
A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947) no puede tener un origen ligado a la memoria
inmunoldgica, ya que esta poblacién nunca estuvo expuesta a ellos. En estos casos, el

origen de estos Acs debe ser diferente.

Otra de las posibles causas de la presencia de estos Acs anti-NA es que estos sean
consecuencia de respuestas heterotipicas de Acs frente a cepas del mismo subtipo
A(H1N1), debido a vacunaciones o exposiciones naturales a cepas relacionadas
antigénicamente con los virus analizados. El andlisis filogenético de este estudio
mostré que la homologia genética de la NA (N1) de todas las cepas A(H1N1) clasicas
analizadas fue superior al 85%, y superior al 72% con respecto al subtipo
A(H1N1)pdmO09. Esta homologia genética provoca que ciertas partes de los antigenos
se encuentren mas conservadas entre diferentes cepas, y puedan ser objetivo de un

mismo tipo de Acs (14,109,154,155).

Las reacciones heterotipicas entre diferentes cepas de virus de la gripe, o incluso
entre diferentes subtipos es frecuente. Existen trabajos que demuestran la existencia
de respuestas cruzadas entre cepas diferentes de un mismo subtipo, tanto en la HA

(47,100,105,141,142) como en la NA (155). La variabilidad de la HA es un logaritmo
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superior en magnitud a la de la NA (11), por lo que seria esperable, y parece
confirmarse en este trabajo, que las respuestas heterotipicas de Acs frente a la NA
pueden ser incluso mas frecuentes. Esto justifica que los resultados observados en el
presente trabajo puedan ser debidos a respuestas heterdlogas frente a la NA, lo que
segln la literatura parece mas frecuente entre NAs tipo N1 (155). Estas respuestas
heterotipicas son interesantes, ya que aportan informacién que puede ser util para los
futuros disefios de vacunas universales que buscan una respuesta de amplio espectro
contra todos los virus de la gripe (98-100). En este contexto, es importante resefiar que
algunos virus aviares con potencial pandémico que causan casos en humanos son virus
que contienen NA del tipo N1, como el virus A(H5N1). Los datos de este estudio
muestran que las exposiciones frente a NAs del tipo N1 parecen inducir respuestas
heterotipicas de Acs capaces de reconocer varios virus que poseen la N1, por lo que
podria ser posible que estos Acs pudieran ser Utiles frente al subtipo A(H5N1), hecho

que requiere de mayor investigacion.

El historial de vacunaciones previas de las dos poblaciones analizadas podria haber
influido en la magnitud de los titulos pre-vacunales de Acs anti-NA observados. En el
caso de los individuos mayores de 65 afios es probable que ya hayan sido vacunados
anterioremente varias veces en su vida, debido a que pertenecen a un colectivo de
riesgo y su vacunacién esta indicada y recomendada (83). Sin embargo, no se conocen
las exposiciones anteriores a virus de la gripe, ya sean por exposicién natural o por

vacunacion, de ninguna de las poblaciones estudiadas.

A tenor de los resultados observados sobre los titulos de Acs anti-NA en ambas
poblaciones analizadas, parece probable que en el origen de estos Acs pre-vacunales
estén implicadas ambas hipdtesis antes descritas, tanto la memoria inmunoldgica

como las respuestas heterotipicas.

En el caso de la cepa vacunal A/California/07/2009, cuya TSP pre-vacunal fue
superior en mayores de 65 afios cuando se considerd un titulo >1/40 como correlato
de seroproteccidn, es probable que esta mayor TSP pre-vacunal sea debida a las
vacunaciones anteriores con la cepa pandémica de la poblacidn mayor de 65 afios.
Como se ha comentado con anterioridad, la poblacién mayor de 65 afios ha sido

probablemente vacunada varias veces en su vida, por lo que es probable que haya sido

222



inmunizada frente a la cepa A/California/07/2009 varias veces en las temporadas
previas a las estudiadas, justificando esa mayor TSP pre-vacunal con respecto a los

adultos.

La TSP pre-vacunal (tomando como correlato de seroproteccion un titulo de Acs
anti-NA >1/40) fue significativamente superior frente a las cepas A/PR/8/1934,
A/FM/1/1947 y A/California/07/2009 en mayores de 65 afios. Sin embargo, cuando se
tomo como correlato de seroproteccidn un titulo 21/80, la TSP pre-vacunal fue
significativamente superior en mayores de 65 afios frente a las cepas A/PR/8/1934,
A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947. Tomando cualquiera de los correlatos de
seroproteccion se observé que la TSP pre-vacunal fue mayor frente a los virus mas
antiguos en mayores de 65 ainos.Teniendo en cuenta que la media de edad en el grupo
mas envejecido fue de 78,6 anos, algunos de los individuos del grupo de mayores de
65 afios han nacido antes del afio 1935, por lo que han estado probablemente
expuestos a varias cepas A(HLN1) anteriores a la extincidn de este subtipo en 1957 e
incluso algunos muy cercanos a la Gripe Espanola (38,40,44). Esto puede justificar la
mayor TSP pre-vacunal observada en este grupo de edad frente a cepas antiguas, que
son probablemente unas de las cepas del subtipo A(HIN1) que primo-infectaron a esta
poblaciéon mayor de 65 afios. En el grupo de adultos (15-64 afios), estos presentaron
una media de edad de 50,8 anos, por lo que es probable que los primeros contactos
con virus del subtipo A(H1IN1) se dieran con cepas relacionadas con la cepa

A/USSR/90/77 (como A/Brazil/11/1978), que aparecio en el afio 1977 (44,45).

La relacion de la edad de los individuos con las cepas con las que probablemente
tuvieron sus primeros contactos también se observé en el andlisis de las MGT entre
ambos grupos etarios. La MGT pre-vacunal fue significativamente mas elevada en el
grupo de mayor edad frente a los virus A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947, y
significativamente mayor en los adultos frente a la cepa A/Brazil/11/1978, resultados
muy semejantes a los observados en el estudio de la TSP-prevacunal. De este modo,
los resultados de este trabajo mostraron que, tanto evaluando la TSP como la MGTs se
vié una relacion directa de la seroproteccion con las primeras exposiciones a virus de la
gripe. En otros términos, aquellos virus gripales que problablemente infectaron por

primera vez a un individuo marcan su sistema inmune y le condicionan para el resto de
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su vida, de tal manera que cuando vuelven a tener infecciones frente a virus de la
gripe, esto tiene una influencia en el sentido de que el individuo produce Acs frente al
nuevo virus que le infecta, pero ademds produce una respuesta Acs de mayor
magnitud frente al virus que le infectd la primera vez. Este fendmeno inmunolégico,
denominado bajo el término de pecado original antigénico (78—81) e inicialmente
descrito por Sir Thomas Francis en el aiio 1960 (78), ha sido ampliamente descrito en la
respuesta inmune humoral frente a virus de la gripe y ha obtenido gran importancia a
la hora de entender la respuesta a las vacunas de gripe. El pecado original antigénico
ha sido descrito en numerosas ocasiones en la respuesta humoral frente a la HA gripal
(79,80,157), pero hasta el momento no habia sido estudiado en la inmunidad basada en
la NA. Los datos de este trabajo asi como un estudio recientemente publicado (157)
muestran por primera vez que este interesante efecto inmunolégico también ocurre

frente a la NA.

En conclusion, los datos de este trabajo mostraron titulos pre-vacunales de Acs anti-
NA a titulo protector (=1/40) en una gran proporcién de la poblacion frente al subtipo
A(H1N1) cldsico y frente al subtipo A(HIN1)pdmQ9. El origen de estos Acs parece ser
multifactorial y estar relacionado con la memoria inmunoldgica basada en experiencias
pasadas con virus de la gripe, y también en la presencia de Acs heterotipicos fruto de
la relacion antigénica entre las diferentes cepas analizadas. Las MGTs de Acs anti-NA
pre-vacunales fueron mas elevadas frente a virus antiguos A(H1N1) en mayores de 65
afos y en virus mas actuales en adultos, coincidiendo con las cepas de dicho subtipo

gue probablemente primo-infectaron a estos individuos.

e Estudio de Acs anti-NA pre-vacunales en funcion de la temporada vacunal y del

grupo etario.

Cuando se analizé la TSP en ambos grupos etarios entre cada campafa vacunal y
tomando como correlato de seroproteccidn un titulo de Acs anti-NA >1/40, se observé
que el grupo de adultos mostré una TSP pre-vacunal frente a la cepa A/PR/8/1934

significativamente mayor en la temporada 2014-15 (TSP: 97,5%) que en la temporada
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2013-14 (TSP: 65,0%). No se encontraron diferencias frente al resto de cepas. Tampoco

se encontraron diferencias en el grupo de mayores de 65 afios.

La media de edad de los adultos fue similar entre ambas temporadas, no
encontrandose diferencias significativas. Por ello, la edad no parece justificar las
diferencias observadas en la TSP pre-vacunal. Por otro lado, se desconoce el historial
previo de vacunacion de los individuos reclutados, del mismo modo que se desconoce
si un mismo individuo fue vacunado en las dos temporadas vacunales consecutivas. De
este modo, no es posible atribuir que esa diferencia en la TSP pre-vacunal se deba a
que el indice de vacunaciones previas en la poblacién reclutada en la temporada 2014-
15 fuera mayor, o bien, que parte de los individuos reclutados en esta temporada
fueran vacunados en la temporada anterior. Descartadas estas posibles justificaciones,
este hecho es probablemente un sesgo causado por el tamano de la muestra

poblacional incluida para el estudio.

Cuando se compararon estos resultados tomando como correlato de seroproteccién
un titulo Acs anti-NA >1/80, en el grupo de mayores de 65 afios, la TSP pre-vacunal fue
significativamente mayor en la temporada 2013-14 frente a la cepa A/Brazil/11/1978
(TSP: 100%) que en la temporada 2014-2015 (TSP: 85,0%). Cabe destacar que la media
de edad en este grupo fue significativamente mayor en la temporada 2014-15 (81,2
afios) que en la temporada 2013-14 (76,0 aios). Una posible explicacién a esta menor
TSP pre-vacunal en la temporada 2014-15 es la mayor media de edad que presenté el
grupo reclutado en la campafiia vacunal 2014-2015. En este contexto, el factor
bioldgico de la inmunosenescencia puede haber contribuido a una menor produccion
de Acs anti-HA en este grupo de poblacién (158-162). Es cierto pensar que aquellos
individuos de mayor edad son los que probablemente mas experiencias de exposicién
a los virus de la gripe han tenido en su vida, y por tanto en los que deberia observarse
un mayor titulo 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 (158-162). Esto
sucede especialmente frente a patégenos como los virus de la gripe, frente a los cuales
la respuesta a las infecciones y a la vacunacion puede ser mucho menor a medida que

el individuo envejece (158-162).
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En definitiva, cuando se estudio la seroprotecciéon en mayores de 65 afios en ambas
temporadas, la cohorte de mayor edad aun (temporada 2014-15) mostré una menor
produccién de Acs frente a la cepa A/Brazil/11/1978, justificada por una mayor
inmunosenescencia en este grupo. No obstante, cuando se analizé en el epigrafe
anterior de este trabajo la TSP pre-vacunal entre adultos y mayores de 65 afios, cabe
recordar que las diferencias en la seroproteccidn entre los diferentes grupos de
poblacién obedecian ademas a otros conceptos como es el pecado original antigénico,
de modo que aquellos individuos de mayor edad presentaban incluso titulos mayores
de Acs frente a cepas gripales mds antiguas con respecto a los individuos mas jovenes.
En opinién del autor de este trabajo, el origen de estas diferencias en la inmunidad
protectora de una poblacién no puede atribuirse Unicamente a un solo concepto sino
gue todo ello depende de un contexto multifactorial en el que estan implicados varios
factores como pueden ser el pecado original antigénico y el factor de la

inmunosenescencia.

Estudio de Acs anti-NA tras la vacunacion

A pesar de que existe evidencia cientifica de que la respuesta de Acs anti-NA
contribuye en la proteccion frente a la gripe (138,144,154,157), el contenido de NA no
ha sido estandarizado en las actuales vacunas antigripales. Es por ello que hasta el
momento, la respuesta seroldgica mediada por Acs anti-NA no se analiza de forma
rutinaria para el estudio de la respuesta humoral tras la vacunacién. En el presente
trabajo se evalud la respuesta serolégica de Acs anti-NA en ambas poblaciones

analizadas tras su vacunacion.

e Estudio del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacion de Acs
anti-NA en funcion del grupo etario.

La vacunacién antigripal con la cepa A/California/07/2009 (pdm09) indujo

respuestas humorales homadlogas frente la NA de la cepa del subtipo A(HIN1)pdmO09,
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pero también respuestas heterdlogas frente a la NA de los virus gripales analizados del
subtipo A(H1N1) estacional, que se corresponden con virus no incluidos en la vacuna.
Estas respuestas homologas y heterdlogas fueron observadas tanto en los adultos
como en mayores de 65 afios aunque en diferentes magnitudes. Cabe mencionar que
incluso en los tres individuos que mostraban titulos pre-vacunales de Acs anti-NA
<1/10 (cada uno de ellos frente a las cepas A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y
A/FM/1/1947 respectivamente), tras la vacunacién vieron aumentados los titulos de
Acs anti-NA en al menos dos unidades. Cabe destacar que esta respuesta seroldgica a
la vacunacién ocurre a pesar de que la vacuna administrada no posee una cantidad
estandarizada de NA en su composicion. Las actuales vacunas antigripales estdn
estandarizadas unicamente en base a la cantidad de HA, pero debido a los procesos de
manufacturacién pueden presentar cantidades variables de NA (112,114,163-165). En
consonancia con estudios previos (64,104,166), los resultados de este trabajo muestran
gue este tipo de vacunas estacionales pueden inducir respuestas humorales que

induzcan e incrementen el titulo de Acs frente a la NA.

Si bien es importante que la NA contenida en las vacunas estacionales induzca
respuestas homologas frente a la cepa vacunal, también es relevante que estas
vacunas induzcan respuestas heterotipicas de produccion de Acs anti-NA frente a
todas las cepas del subtipo A(H1N1) cldsico analizadas en este estudio. Cabe recordar
gue algunas de las cepas analizadas circularon hace mas de 70 afios antes de la cepa
vacunal con la que se estd inmunizando a ambas poblaciones a estudio. Como se ha
comentado anteriormente, la NA presenta una variabilidad antigénica menor que la
HA, lo que permite la existencia de epitopos conservados en la NA que favorecen las
reacciones heterotipicas entre cepas gripales pertenecientes a un mismo subtipo o

incluso dentro del mismo tipo N1 (7,114).

Los resultados de este estudio muestran que la NA puede ser una interesante diana
vacunal para los futuros disefios vacunales, los cuales buscan inducir respuestas
humorales de amplio espectro frente a muchos tipos y subtipos de virus de la gripe
(8,86). En este sentido, las respuestas heterotipicas observadas son importantes, ya
gue pueden ser Utiles para que los disefios en los que se incluya la NA como antigeno

vacunal induzcan proteccion frente a diferentes virus de la gripe, incluso frente a
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algunos que no son estacionales. Dado que uno de los principales objetivos del disefio
de las futuras vacunas contra la gripe es aumentar las respuestas heterotipicas
(concepto de “vacuna universal”) y también incluir nuevas dianas virales para inducir
respuestas humorales mas amplias (8,86), los resultados de este trabajo demuestran
gue la NA es una diana prometedora para abordar estos requisitos. No obstante, se
necesita mas investigacion para determinar cdmo estas vacunas podrian inducir una
proteccion humoral heterotipica contra otros virus que contienen neuraminidasa NA1,
como es el caso del virus aviar A(H5N1), como se ha descrito frente la hemaglutinina

viral (100,141).

Cabe recordar que ambas poblaciones analizadas mostraban ya altas TSP pre-
vacunales frente a la NA de todas las cepas gripales analizadas. No obstante, la
administracion de la vacuna antigripal logré aumentar globalmente esta TSP en un
6,9% y un 2,5% frente a las cepas A/PR/8/1934 y A/FM/1/1947 del subtipo A(H1IN1),
respectivamente; y en un 8,1% frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo
A(HIN1)pdmOQ9, obteniéndose TSP post-vacunales superiores a un 95% frente a la NA
(tomando como correlato de seroproteccidn un titulo 21/40). En otros términos, la
vacuna trivalente anual fue capaz de aumentar la seroproteccién en la poblacion
vacunada frente a cepas A(H1N1) clasicas que no circulaban desde hace mas de 70

anos.

Uno de los problemas actuales de la vacunacidn frente a la gripe es que con cierta
frecuencia existe una discordancia o mismatch antigénico entre las cepas vacunales y
los virus circulantes, fruto de las propias limitaciones de los métodos de produccién
actuales fundamentados en la produccion en huevos embrionados (167).Esto repercute
negativamente en la efectividad de la vacuna (167-169). Los datos de nuestro estudio
muestran que las respuestas heterotipicas frente a la NA son frecuentes, y permiten
alcanzar tasas de seroprotecciéon muy elevadas (tomando como correlatos de
seroproteccién los valores estandarizados para la HA) frente a virus alejados
antigénicamente con respecto a la cepa vacunal. Debido a esto, la NA podria ser una
interesante diana vacunal también para limitar la discordancia antigénica entre cepas

vacunales y circulantes.
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La vacuna con la cepa A/California/07/2009 (pdm09) produjo seroconversion
homdloga frente al subtipo A(HIN1)pdm09 en mas de la mitad de los individuos
adultos (52,5%) y mayores de 65 afios (55,0%). La vacunacion produjo también
seroconversion heterdloga frente a todas las cepas analizadas del A(H1N1) cldsico en
ambos grupos etarios, observandose TSC en adultos de entre 8,8% (A/PR/8/1934) y
31,3% (A/Weiss/1943), y en mayores de 65 afos de entre 11,3% (A/PR/8/1934) y
36,3% (A/Brisbane/59/2007). A pesar de que la respuesta serolégica mediada por Acs
anti-NA no se analiza de forma rutinaria para el estudio de la respuesta humoral tras la
vacunacion, los resultados de este estudio muestran interesantes respuestas
homdloga y heterdlogas frente a la NA debida a la vacunacidn, y que por tanto, es

interesante conocer este tipo de respuesta ademas del estudio de la hemaglutinina.

Analizando el efecto de la vacuna en la poblacién en funcidn del grupo etario, la TSC
tras la vacunacion fue significativamente mayor frente a la cepa A/Weiss/1943 en el
grupo de adultos (TSC: 31,3%) que en el grupo > 65aiios (TSC: 13,8%), y mayor frente a
la cepa A/Brisbane/59/2007 en mayores de 65 afios (36,3%) que en adultos (17,5%).
No se encontraron diferencias en la TSC heterdloga entre ambos grupos etarios frente
al resto de virus, ni tampoco frente al subtipo pandémico A(HIN1)pdmO9 incluido en la
vacuna. Esto supone un hecho anecddtico ya que, por edad, los adultos nunca han
debido estar en contacto con esta cepa (A/Weiss/1943) debido a que ninguno de estos
individuos nacié antes del aio 1960. Este hecho es probablemente un sesgo causado
por los altos titulos pre-vacunales de Acs anti-NA que presentaba el grupo de mayores
de 65 anos, lo que podria haber atenuado el aumento de los titulos de Acs anti-NA tras
la vacunacién en este grupo. En comparacién con el grupo de mayor edad, los adultos
mostraron un menor titulo de Acs anti-NA previos a la vacuna, por lo que la respuesta

de Acs tras la vacunacién fue significativamente mayor.

La segunda observacioén fue que la TSC frente a la cepa A/Brisbane/59/2007 fue
significativamente mas elevada en el grupo de mayor edad (36,3%) que en adultos
(17,5%). Aunque no se conozca el historial de vacunacién, esta poblaciéon mayor de 65
anos probablemente hubiera sido vacunada en temporadas anteriores. En nuestro
medio, durante las temporadas 2008-2009 y 2009-2010, se administraron vacunas que

incluyeron como cepa vacunal la cepa en cuestién (A/Brisbane/59/2007). Por tanto, la
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seroconversion heterotipica observada en este estudio puede ser fruto de un efecto

tipo booster mediante la vacunacién.

Tal como se ha comentado con anterioridad, esta respuesta seroldgica heterdloga
frente a la NA de cepas que no estdn incluidas en la vacuna puede ser consecuencia de
respuestas cruzadas de Acs frente a epitopos antigénicos conservados en el antigeno
de la NA de las distintas cepas del subtipo A(H1N1) estacional con la cepa del subtipo

A(H1N1) pandémico.

Las MGTs de Acs anti-NA tras la vacunacién estacional se duplicaron con respecto a
las MGTs pre-vacunales frente a casi todas las cepas gripales analizadas en ambos
grupos etarios considerados. Esto demuestra la capacidad de la vacuna estacional
contra la gripe, actualmente sélo basada y estandarizada para la HA, para elevar los
titulos de Acs contra la NA, un aspecto que deberia tenerse en cuenta para el disefio

de futuras vacunas contra la gripe.

La comparacién de las MGTs post-vacunales en funcion de los dos grupos etarios
considerados en la poblacion del estudio mostraron diferencias interesantes que
merecen ser comentadas. En el grupo de mayores de 65 afios, la MGT de Acs anti-NA
fue significativamente mayor con respecto a la de los adultos frente a las cepas
A/PR/8/1934, A/JFM/1/1947 y A/Brisbane/59/2007. Por otro lado, se observé una MGT
significativamente mayor en los adultos frente a la cepa A/Brazil/11/1978. Teniendo en
cuenta la media de edad de cada grupo etario (50,8 y 78,6 afios en el grupo de adultos
y ancianos, respectivamente), los resultados de este estudio concluyen que tras la
vacunacion se produjo una respuesta seroldgica de una forma mads acusada frente a la
primera cepa o cepas que probablemente primo-infectaron a estos individuos. Este
fendmeno inmunolégico notable que se produce sobre el primer virus que infectd a un
individuo, descrito por diversos autores como “pecado original antigénico”, tiene sin
duda repercusién en la respuesta humoral frente a la NA de virus de la gripe de igual
modo que ha sido estudiado para la HA (78-82) y despierta un especial interés en la
formulacidn de vacunas futuras en las que se pretende obtener una respuesta mas

amplia.
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El andlisis de la respuesta post-vacunal de Acs anti-NA en funcién del grupo etario no
sélo buscé mostrar las diferencias debidas a la edad de los individuos adultos y
mayores de 65 afios, sino también mostrar las diferencias entre dos conceptos
vacunales diferentes. Es necesario recordar que el grupo de mayores de 65 afios fue
vacunado con una vacuna adyuvada, mientras que los adultos fueron vacunados con

vacunas inactivadas sin adyuvante.

La respuesta seroldgica a la vacunacion en términos de razén de incremento de la
MGT de Acs anti-NA fue mas elevada en los mayores de 65 afios con respecto al grupo
de adultos frente a varias de las cepas analizadas del subtipo A(H1IN1), concretamente
A/PR/8/1934, A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007. Frente a la cepa
A/California/07/2009 (pdm09), dicha respuesta seroldgica a la vacunacion fue similar
en ambos rangos etarios. Esta observacidon contrasta con el fendmeno de
inmunosenescencia ampliamente descrito en la respuesta a la vacunacién en
poblacién anciana (158-160,162), por el que cabe esperar una menor respuesta de Acs
post-vacunales en este rango de poblacién. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
la vacuna administrada en los mayores de 65 afios fue de tipo adyuvada, que se
corresponde con la estrategia vacunal actual en este grupo de poblacién envejecida
con el que se consigue mitigar el efecto de la inmunosenescencia mediante el uso de
adyuvantes como el MF-59 (88). Por tanto, esta consideracion puede justificar lo
observado. De ser asi, los datos de este trabajo concluyen que el uso de adyuvantes
contribuye a optimizar la inmunidad contra la NA presente en la vacuna, sin olvidar
que las vacunas antigripales disefiadas por el momento no cuentan con un contenido
estandarizado de NA vacunal. Resulta interesante poder contar en futuras
investigaciones con vacunas antigripales disefiadas con un contenido estandarizado de
NA y estudiar con detalle cdmo influye el uso de adyuvantes en la inmunogenicidad de

la NA presente en la vacuna antigripal.

Los resultados de este estudio demuestran que la vacuna estacional antigripal
aumenta los titulos de Acs anti-NA en un gran porcentaje de la poblacién analizada a
pesar de que estas vacunas no incluyen un contenido estandarizado de NA en su
composicidon. No obstante, la valoracion de esta respuesta serolégica mediada por Acs

anti-NA en términos de “proteccion conferida tras la vacunacién” no puede evaluarse
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utilizando Unicamente la metodologia utilizada, sino que es necesario realizar estudios
in vivo para determinar la eficacia de una hipotética vacuna contra la gripe que
contenga una cantidad estandarizada de NA. Estudios anteriores han evaluado la
presencia de Acs anti-NA y su relacién con la proteccion inmunolégica frente a la gripe,
tanto en modelos animales (154) como en ensayos controlados en humanos (108,144).
Los datos de este trabajo y de estudios anteriores apoyan que la inmunidad seroldgica
basada en la NA juega un papel importante en la proteccién frente a la gripe y que el

antigeno de NA debe tenerse en cuenta para el disefio de futuras vacunas antigripales.

En conclusién, la vacunacion antigripal estacional produjo seroconversion homologa
frente a la NA del subtipo A(HIN1)pdm09 en mds de la mitad de los individuos, y
ademas seroconversion heterdloga frente a la NA de todas las cepas del subtipo
A(H1N1) clasico en aproximadamente una cuarta parte de la poblacién analizada. Esta
respuesta seroldgica a la vacunacién demuestra que las vacunas estacionales actuales,
sin una cantidad estandarizada de NA, inducen respuestas homodlogas y heterélogas de
produccién de Acs frente a la NA. Por otra parte, esa respuesta post-vacunal de Acs
anti-NA fue diferente en funcion del grupo etario considerado, demostrando que el
efecto booster de la vacunacién es mayor frente a las cepas que probablemente primo-
infectaron a los individuos, consecuencia de un efecto relacionado con el pecado
original antigénico descrito para la HA, siendo la primera vez que se demuestra para la

NA en poblacion europea.

e Estudio de Acs anti-NA post-vacunales en funcion de la temporada vacunal y del

grupo etario.

En este epigrafe se analizd la respuesta inducida por la vacuna en las dos campanas
vacunales estudiadas, tanto en adultos como en mayores de 65 afios. Cabe recordar
que los dos grupos de adultos comparados en este trabajo se vacunaron con dos
vacunas distintas, ya que durante la temporada 2013-14 recibieron una vacuna
inactivada fraccionada preparada en cultivo de huevos embrionados de gallina,
mientras que en la temporada 2014-15 el grupo de adultos se inmunizé con una

vacuna inactivada de antigenos de superficie preparada en cultivos celulares.
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Los resultados de este estudio muestran que la vacuna de antigenos de superficie
preparada en cultivo celular (temporada 2014-2015) indujo una seroconversién
homdloga significativamente superior (TSC: 65,0%) frente a la NA de la cepa
pandémica A/California/07/2009 (pdm09), con respecto a la vacuna de tipo
fraccionada administrada en los adultos vacunados en la campafa vacunal 2013-2014
(TSC: 40,0%). No obstante, cuando se analizé la respuesta a la vacunacion en términos
de RIC, ambos tipos de vacuna mostraron una respuesta seroldgica similar (RIC; huevo
embrionado=3,4; cultivo celular=3,5). La TSP pre-vacunal tomando como correlato de
seroproteccién un titulo de Acs anti-NA >1/40, fue similar en las dos poblaciones
vacunadas en distintas campafias vacunales, y mayor en la campafia vacunal 2014-
2015 cuando se tomé un correlato de >1/80. A pesar de esta mayor seroproteccion
basal de la poblacién adulta reclutada en la campana vacunal 2014-2015, la vacuna

celular logré una TSC mayor que la producida en huevos embrionados.

Desconocemos las causas de por qué esta respuesta seroldgica homéloga frente a la
NA del subtipo pandémico fue superior cuando se vacuno con vacuna celular. Sin
embargo, la mayor respuesta de la vacuna celular demostrada en este trabajo ofrece
ciertas ventajas en comparacién con la producida en huevo embrionado debido a la
naturaleza de estas vacunas. Las vacunas producidas en cultivo celular permiten que
los virus vacunales no experimenten tantas variaciones antigénicas como si ocurren en
el cultivo en embridn de pollo (93). Estas variaciones suceden como consecuencia de
que el virus vacunal, aislado del ser humano, debe adaptarse a las células aviares del
huevo, lo que selecciona cierto tipo de mutaciones de adaptacidn a este soporte
bioldgico (94,170).De este modo, los virus cultivados en lineas celulares de mamiferos
pueden ser mas parecidos a los virus humanos salvajes (170), lo que favorecerd una

mayor efectividad de la vacuna.

Ante la disponibilidad de estas dos vacunas producidas en soportes biolégicos
diferentes, nuestros datos demuestran que el uso de vacuna celular es mas ventajoso
para los individuos adultos frente al subtipo pandémico A(HIN1). Aparte de la mayor
concordancia antigénica entre los virus vacunales y salvajes utilizando soportes
celulares para la fabricacién de la vacuna celular, ésta tiene otras ventajas que se

muestran a continuacién. En primer lugar, la fabricacion de la vacuna celular requiere
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de lineas celulares faciles de manejar, escalar y requieren una logistica menor que el
uso de huevos embrionados de gallina (95,96). Ademas, se evita que en casos de
mortalidad de gallinas por enfermedades infecciosas existan desabastecimientos de
huevos embrionados. En segundo lugar, la produccién de vacuna en lineas celulares es
mucho mas rapida, y no requiere de varios meses para su fabricacién como si sucede
con los huevos embrionados, por lo que los virus vacunales podrian ser seleccionados
mucho mas tarde, siendo mas concordantes con los virus salvajes que circularan en la

siguiente temporada gripal.

En relacidn con la respuesta heterdéloga de Acs anti-NA tras la vacunacion en la
poblacién adulta frente a cepas del subtipo A(H1N1) clasico, los datos de este estudio
muestran que tanto la vacuna elaborada en embrién de pollo (temporada 2013-2014)
como la vacuna preparada en cultivo celular (temporada 2014-2015) indujeron una
respuesta seroldgica similar en términos de TSC y RIC de As anti-NA frente a la mayoria
de las cepas analizadas del subtipo A(H1N1) clasico. A este respecto, se observaron
Unicamente dos excepciones. En primer lugar, la vacuna elaborada en embrién de
pollo indujo una seroconversién heterdéloga superior (TSC: 17,5%) frente a la NA de la
cepa A/PR/8/1934 con respecto a la vacuna celular (TSC: 0,0%). En segundo lugar, la
vacuna celular indujo una respuesta heterdloga significativamente superior frente a la
cepa A/Weiss/1943 (TSC: 52,5% y RIC: 3,4) con respecto a la vacuna de tipo
fraccionada (TSC: 10,0% y RIC: 1,6). Dado que la media de edad de las dos cohortes de
adultos analizadas es similar, en opinion del autor de este trabajo estas diferencias en
la respuesta seroldgica frente a las cepas A/PR/8/1934 y A/Weiss/43 tras la vacunacion
se deben a varios factores, como las vacunaciones previas de la poblacién adulta y la
memoria inmunolégica particular de estas dos poblaciones, no pudiendo sélo
atribuirse a las diferentes vacunas utilizadas. En general, salvo estas dos excepciones
frente a las cepas cldsicas mads antiguas, el uso de vacuna fabricada en huevos
embrionados o en cultivo celular no induce respuestas heterotipicas diferentes frente

a virus A(HIN1) clasicos.

En relacién con el grupo de mayores de 65 afos, esta poblacién fue vacunada en las
dos temporadas con el mismo tipo de vacuna adyuvada. Sin embargo, la cohorte

reclutada en la temporada 2014-2015 tenia una media de edad significativamente
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mayor (81,2 afos) que en la temporada 2013-2014 (76,0 afios), lo que puede haber
repercutido en la respuesta seroldgica a la vacunacion. Los datos de este estudio
mostraron que la vacunacién con vacuna adyuvada indujo una mayor RIC de la MGTs
frente a la cepa pandémica vacunal en la cohorte de la temporada 2013-2014 (RIC:3,6)
que en la cohorte 2014-2015 (RIC:3,0), siendo la poblacion de la temporada 2013-2014
mas joven dentro de los mayores de 65 afos. Estos datos parecen mostrar que la
mayor edad de la cohorte de la temporada 2014-2015 parece haber influido
negativamente en la respuesta homdloga a la vacunacidn. La menor respuesta
seroldgica a las vacunas en poblacién de edad avanzada ya se ha descrito
anteriormente, tanto frente a virus estacionales como antiguos y aviares (100). Este
aspecto ha de ser tenido en cuenta a la hora de disefiar futuras vacunas de gripe, las
cuales deben encontrar formas de proteger a los mds mayores, incluso mejor que los

mas jovenes de su propio grupo etario.

Por otra parte, cuando se comparé la respuesta heteréloga frente a cepas del
subtipo cldsico A(HIN1) tras la vacunacidn en mayores de 65 afos, los datos de este
estudio mostraron que la vacuna adyuvada indujo una mayor seroconversion y RIC en
la poblacién mas envejecida (temporada 2014-2015) frente a las cepas
A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007. Esta observacion contrasta con el fenémeno
de inmunonescencia descrito con anterioridad. Sin embargo, estas diferencias en la
respuesta pueden explicarse observando los titulos medios de ambas poblaciones
antes de la vacunacién. Las MGTs pre-vacunales en la cohorte de mayores de 65 afios
para la temporada 2013-2014 eran muchos mas elevadas, de modo que es mas dificil
elevar el titulo de Acs tras la vacunacidn con respecto a otra poblacion que posee un
menor titulo basal. Esto puede evitar que la TSC y RIC sea tan elevada, haciendo un

sesgo que dificulte la interpretacion de estos datos.

En conclusion, los resultados de este estudio muestran que la vacuna de antigenos
de superficie preparada en cultivo celular produjo una seroconversién homdloga
superior frente a la NA del subtipo A(H1IN1)pdmO09 con respecto a la vacuna de tipo
fraccionada, ambas administradas en adultos. La vacuna celular también produjo una
respuesta heterdloga superior frente a la NA de dos cepas clasicas, A/PR/8/1934 y
A/Weiss/1943.
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e Eficacia seroldgica de la respuesta homdloga y heterdloga a la vacuna en

términos de produccidn de Acs anti-NA.

En el presente trabajo, para la evaluacién de la eficacia en la respuesta seroldgica a
la vacuna en términos de Acs anti-NA, se evaluaron la TSP, TSC y RIC de la media
geomeétrica de los titulos de Acs anti-NA siguiendo los mismos cut-offs establecidos por
la EMA para el estudio de Acs hemaglutinantes tras la vacunacién antigripal
(117,119,130). Para evaluar la eficacia seroldgica de la vacuna, la EMA considera que si
tras la vacunacidn se cumple uno de los tres criterios evaluados, la vacunacién es
seroldgicamente eficaz. Sin embargo, para este trabajo se ha realizado una valoracion
conjunta de los tres parametros (117), ya que por ejemplo, los valores tan elevados de
la TSP pre-vacunal observada frente a la NA de la mayoria de las cepas gripales
analizadas podrian estar sobreestimando mediante este analisis la eficacia de las
vacunas utilizadas. Algunos autores aclaran ademas que la evaluacion de la RIC y la TSC
en solitario pueden infraestimar la inmunogenicidad de la vacuna, y sin embargo, la

TSP puede sobreestimar ésta.

Los resultados de este trabajo mostraron que en los dos rangos etarios
poblacionales analizados y en ambas temporadas, la vacunacién estacional frente al
subtipo A(HIN1)pdmO09 logré superar los valores umbral de eficacia vacunal para los
tres parametros EMA (TSP, TSC y RIC) frente a la cepa A/California/07/2009,
demostrando que la vacuna produjo una respuesta seroldgica homaéloga eficaz frente a
la NA del subtipo A(HIN1) pandémico. Una observacion a este respecto es que para
considerar que la vacunacién fue serolégicamente eficaz, en este trabajo se emplearon
los mismos requerimientos EMA establecidos para el estudio de Acs hemaglutinantes
(117,119,130) ante la falta de consenso de correlatos de seroproteccidn para la NA por
el momento. Con esta razdn, se plantea la necesidad de establecer parametros de la
EMA especificos para la NA al considerar este antigeno como un nuevo objetivo o

diana vacunal.

En lo que respecta a la respuesta seroldgica heteréloga inducida por la vacuna, cabe

destacar que se cumplieron varios de los criterios EMA frente a varias cepas del
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subtipo A(H1N1) estacional analizadas, observandose en mayor medida en el grupo de

2 65 anos.

Tras la vacunacion de la cohorte poblacional de mayores de 65 anos, la TSP y RIC
(temporada 2013-2014) y la TSP, TSCy RIC (temporada 2014-2015) superaron el valor
umbral EMA frente a la cepa estacional A/Brisbane/59/2007. También frente a la cepa
clasica A/Brazil/11/1978, la vacunacion en mayores de 65 afios en la temporada 2014-
2015 elevé la TSP y RIC, superando los valores de corte EMA. El origen de esta
respuesta post-vacunal de Acs anti-HA frente a las cepas comentadas anteriormente ya
ha sido justificada en apartados anteriores. Los datos de este trabajo muestran que la
vacuna adyuvada administrada a la poblacién mayor de 65 afios indujo una respuesta

heterdloga eficaz frente a la NA de dos de las cepas antiguas del subtipo A(HIN1).

En relacién con la poblacién adulta (15-64 aiios), la vacunacién estacional consiguié
superar los valores umbrales EMA para los tres pardmetros (TSP, TSCy RIC)
Unicamente frente a la cepa estacional A/Weiss/1943 en la cohorte vacunada en la
temporada 2014-2015. Como se ha comentado en el epigrafe anterior, la vacuna
inactivada de tipo fraccionado y de elaboracién en embrién de pollo no fue
serolégicamente eficaz en términos de TSC ni RIC en la cohorte poblacional de la
temporada 2013-2014. Esta diferencia ya ha sido justificada en el apartado anterior de
acuerdo con el tipo diferente de vacuna inactivada administrada en cada una de estas

cohortes poblacionales.

La aplicacién de los criterios EMA es un paso fundamental para comprobar que la
vacuna antigripal administrada haya sido eficaz frente a la cepa vacunal (en este caso
fue la cepa pandémica A/California/07/2009), pero ademas permite evaluar la
respuesta seroldgica heterdloga post-vacunal frente a diferentes cepas gripales
pertenecientes a un mismo subtipo (34,127) o frente a otros subtipos gripales (128,129),
como es el caso evaluado en el presente trabajo sobre la respuesta cruzada de Acs
anti-NA entre cepas del subtipo A(H1IN1) estacional y A(HIN1)pdm09. No obstante,
como se ha descrito con anterioridad, los valores tan elevados de la TSP pre-vacunal
observada frente a la NA de la mayoria de las cepas gripales analizadas podrian estar
sobreestimando mediante este analisis la eficacia de las vacunas utilizadas. Los

elevados titulos de Acs NA pre-vacunales encontrados en la poblacién hacen necesario
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establecer pardmetros EMA especificos para la NA al considerar este antigeno como

un nuevo objetivo o diana vacunal.

En conclusion, aplicando los tres criterios EMA, la vacunacién estacional fue
serolégicamente eficaz en términos de Acs anti-NA frente al subtipo A(HIN1)
pandémico en ambos grupos etarios y temporadas analizadas. La vacuna adyuvada
administrada en mayores de 65 afios produjo ademas una respuesta heterdloga eficaz
frente a dos de las cepas gripales del subtipo A(H1N1) clasico analizadas,

concretamente A/Brisbane/59/2007 y A/Brazil/11/1978.
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Estudio de la respuesta serolégica mediada por Acs anti-HA

El estudio de la respuesta seroldgica de Acs anti-HA en la poblacidén antes y después
de su vacunacidn antigripal permitié conocer el estado de seroprotecciéon basal de la
poblacién analizada asi como la respuesta de produccién de Acs tras la administracion
de la vacuna antigripal. Se evalud la presencia de Acs pre-vacunales y la respuesta tras
la vacunacién de la poblacion frente a la cepa gripal A/California/07/2009 del subtipo
A(H1N1), cepa incluida en las vacunas administradas, pero ademads se evalué la

respuesta frente a cepas del subtipo A(H1N1) clasico no incluidas en esta vacuna.

Estudio de Acs anti-HA previos a la vacunacidén

En el estudio de la inmunidad previa en una poblacién frente a virus de la gripe se
han evaluado tradicionalmente los titulos de Acs anti-HA (62,105,106). Con el estudio
del andlisis pre-vacunal se pretende conocer el grado de seroproteccién e
inmunizacién de una poblaciéon frente a determinados virus de la gripe. En este
epigrafe se estudia la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales observados en la

poblacién en funcién de los grupos etarios y de las campaiias vacunales analizados.

Los datos de este trabajo muestran la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales a titulo
protector (21/40) en tres de cada cuatro individuos frente al subtipo A(HIN1)pdm09.
Por otra parte, la tasa de seroproteccion (TSP) observada en la poblacion frente a las
cepas analizadas del subtipo A(H1N1) clasico fue menor que frente al virus pandémico.
Como anotacion a destacar, los valores mas bajos de TSP pre-vacunal fueron los
observados frente a aquellas cepas estacionales de circulacion mas antigua (TSP de
12,5% vy 19,4% frente a las cepas A/Weiss/1943 y A/PR/8/1934, respectivamente),
mientras que se observé un aumento en el valor de la TSP pre-vacunal a medida que la
cepa estacional estudiada era de circulacion mas reciente. La mayor TSP pre-vacunal

observada fue frente la cepa A/Brisbane/59/2007 (TSP: 53,1%).
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El origen de estos Acs puede deberse a varios factores. Por un lado, la presencia de
estos Acs puede ser debida a infecciones pasadas causadas por las diferentes cepas del
subtipo A(H1IN1) y del subtipo A(H1IN1)pdmOQ9, o a vacunaciones anteriores donde
estuvieran presentes algunas de estas cepas. En este supuesto, los Acs anti-HA
observados en este trabajo estarian presentes en estos individuos desde la exposicién

a estas cepas, manteniéndose como fruto de la memoria inmunolégica (154,155).

Otra de las posibles causas de la presencia de estos Acs anti-NA es que estos sean
consecuencia de respuestas heterotipicas de Acs frente a cepas del mismo subtipo
A(H1N1), debido a vacunaciones anteriores o exposiciones naturales a cepas
relacionadas antigénicamente con los virus analizados. El analisis filogenético de este
estudio mostré que la homologia genética de la HA (H1) de todas las cepas A(HIN1)
analizadas fue superior al 84%, y superior al 67% con respecto al subtipo
A(H1N1)pdmO09. Esta homologia genética provoca que ciertas partes de los antigenos
se encuentren mads conservadas entre diferentes cepas, y puedan ser objetivo de un

mismo tipo de Acs (14,109,154,155).

Las reacciones heterotipicas entre diferentes cepas de virus de la gripe, o incluso
entre diferentes subtipos es frecuente. Existen trabajos que demuestran la existencia
de respuestas cruzadas de Acs frente a la HA de diferentes virus dentro de un mismo
subtipo o entre diferentes subtipos (47,100,105,141,142). Esto justifica que los
resultados observados en el presente trabajo puedan ser debidos a respuestas
heterdlogas frente a la HA, lo que segun la literatura parece frecuente entre HAs tipo

H1 (155).

A tenor de los resultados observados sobre los titulos de Acs anti-HA en la
poblacién, parece probable que en el origen de estos Acs pre-vacunales estén
implicadas ambas hipdtesis antes descritas, tanto la memoria inmunoldgica como las
respuestas heterotipicas. No obstante, para analizar de forma mas pormenorizada las
posibles explicaciones de la presencia de estos Acs es necesario realizar un analisis por

grupo etario, el cual se comenta en el siguiente epigrafe.
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e Estudio de Acs anti-HA pre-vacunales en funcidn del grupo etario.

Analizando la presencia de Acs anti-HA pre-vacunales en funcién de los distintos
grupos de edad, adultos (15-64 afios) y mayores de 65 afios, se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de individuos con titulos protectores (21/40) frente a la
mayoria de las cepas gripales del subtipo A(H1IN1) estacional. Cada una de estas
diferencias va a ser debidamente justificada a continuacion. Frente al virus pandémico

A/California/07/2009, la TSP pre-vacunal fue similar entre ambos grupos etarios.

En primer lugar, cabe destacar el pequefio porcentaje de poblacion joven-adulta con
titulos de Acs anti-HA protectores frente a cepas muy antiguas, como fueron las cepas
A/PR/8/1934 (12,5%) y A/Weiss/1943 (6,5%). Este grupo de adultos (15-64 afios)
presentaron una media de edad de 50,8 afios, por lo que no han podido estar en
contacto con estos virus durante su circulacion en la década de 1930 y 1940. La
presencia de estos Acs anti-HA a titulos protectores en este grupo de poblacién es
probable que sea fruto de respuestas heterotipicas frente a otras cepas del mismo
subtipo A(H1N1) clasico, e incluso del subtipo A(HIN1)pdmOQ9. Esta respuesta
heterotipica de Acs anti-HA puede haber sucedido gracias a la similitud genética que
comparte el gen de la hemaglutinina de cada una de las diferentes cepas gripales del
subtipo A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 incluidas en el estudio, aspecto ya comentado en el

epigrafe anterior.

La TSP pre-vacunal frente a la cepa A/FM/1/1947 fue diferente entre los distintos
grupos etarios. Frente a esta cepa, la poblacién joven-adulta mostré una TSP pre-
vacunal moderada (48,8%), incluso mayor que en mayores de 65 afios (30,0%). Es
evidente que por la edad de los individuos adultos, ninguno pudo estar en contacto
con esta cepa durante su circulacidn. Sin embargo, los individuos mas mayores de este
grupo si que pudieron estar en contacto con cepas A(H1N1) clasicas circulantes
durante la década de 1950 y que eran descendientes de la cepa A/FM/1/1947,
pudiendo ser los Acs detectados fruto de reacciones heterotipicas por estos virus
circulantes durante la década de 1950. Por otro lado, en aquellos individuos de este
grupo etario de adultos que nacieron tras la extincién del subtipo A(HIN1) en 1957

(43), su primer contacto con el subtipo A(HIN1) probablemente sucedié con virus
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derivados de la cepa A/USSR/90/77, que fue la cepa del subtipo A(H1N1) clasico que
re-emergio en 1977 (44). La cepa A/Brazil/ 11/1978, estrechamente emparentada con
A/USSR/90/77, guarda una homologia genética con la cepa A/FM/1/1947 de mas del
95%. Siguiendo este razonamiento, los Acs observados a titulos protectores frente a la
cepa A/FM/1/1947 podrian proceder tanto de reacciones heterotipicas por virus
circulantes en la década de 1950 como de los virus relacionados con la re-emergencia

del subtipo A(H1N1) clasico en la década de 1970.

Frente a la cepa A/Brisbane/59/2007, la poblacién joven-adulta mostré una TSP pre-
vacunal (66,3%) mayor que en mayores de 65 afios (40,0%). Por edad resulta evidente
que incluso la poblacién mads joven pudo haber estado expuesta a la circulacion de este
virus, lo que parece una justificacidn plausible a la presencia de Acs frente a esta cepa
en ambos segmentos etarios de la poblacién. Por otro lado, la menor TSP observada en
el grupo de mayores de 65 afios se puede justificar con la inmunosenescencia propia
de los individuos de mayor edad, en comparacién con la inmunocompetencia de los
adultos (158-162). La inmunosenescencia de los individuos mayores de 65 afos, y
sobre todo de aquellos mayores de 85 anos , es un proceso que impacta
negativamente en el desarrollo del sistema inmune y en su funcionamiento (158-160).
Esto sucede especialmente frente a patégenos como los virus de la gripe, frente a los
cuales la respuesta a las infecciones y a la vacunacién puede ser mucho menor a

medida que el individuo envejece (88,161).

La evaluacion de la inmunidad prexistente de ambos grupos de edad también se
analizé mediante el estudio de la MGT pre-vacunal. Los datos analizados en este
trabajo mostraron diferencias significativas en las MGTs en relacién con el grupo etario

frente a todas las cepas gripales incluidas en el estudio.

Los individuos =65 anos presentaron una MGT de Acs anti-HA significativamente
mayor frente a las cepas clasicas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943, mientras que en el
grupo de adultos la MGT de Acs anti-HA fue significativamente mayor frente a las
cepas clasicas A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978 y A/Brisbane/59/2007, y también frente
a la cepa A/California/07/2009 del subtipo pandémico.
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Las diferencias observadas en la magnitud de los titulos pre-existentes de Acs anti-
HA entre ambos grupos etarios frente a cepas del subtipo A(H1IN1) clasico pueden ser
consecuencia de las primeras exposiciones o contactos con virus de la gripe a lo largo
de la vida de un individuo, fendmeno anteriormente descrito y conocido como pecado
original antigénico (77-80,169). En este contexto, las primeras veces en las que un
individuo se expone a virus de la gripe pueden condicionar las siguientes interacciones
con otros virus gripales, del mismo o de otros subtipos. Asi se observa en los datos de
este trabajo en los que los mayores de 65 afios muestran los mayores titulos frente a
los virus mas antiguos, mientras que los individuos mas jovenes muestran los mayores
titulos frente a las cepas mds actuales, frente a las cuales probablemente se

primoinfectaron.

Frente al subtipo pandémico el valor mas elevado de las MGTs de Acs anti-HA pre-
vacunales se observé en el grupo de individuos de 15-64 afios, siendo esta MGT el
doble de la observada en mayores de 65 afios. La aparicidn del subtipo pandémico es
muy reciente (afio 2009) por lo que en este caso la hipdtesis del pecado original
antigénico no parece ser la opcidn mas plausible que explique estos datos. En este
caso, la inmunosenescencia en los individuos de mayor edad pueda haber contribuido
a una menor MGTs pre-vacunales, en comparacion con la inmunocompetencia de los

adultos (158-162).

En conclusion, los datos de este trabajo representan un reflejo de la memoria
inmunoldgica de la poblacién y su correlacidn con la edad y las primeras exposiciones a
virus de la gripe durante la vida del individuo. Los mayores de 65 afios muestran
mayores titulos HA frente a los virus mas antiguos del subtipo A(H1IN1), mientras que
los individuos adultos muestran los mayores titulos frente a las cepas clasicas A(HIN1)
mas actuales, coincidiendo con las cepas que probablemente primo-infectaron a estos

individuos.
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e Estudio de Acs anti-HA pre-vacunales en funcidn de la temporada vacunal y del

grupo etario.

La media de edad del grupo de adultos (15-64 afios) fue similar entre las diferentes
temporadas vacunales analizadas permitiendo asi la creacién de subgrupos
poblacionales homogéneos para su comparacion. Los resultados de este estudio no
mostraron diferencias significativas en la TSP pre-vacunal en adultos entre las dos
cohortes vacunales analizadas (2013-14 y 2014-15) frente a ninguna de las cepas

gripaleS de los subtipos A(HIN1) y A(HIN1)pdmO9.

En el grupo 265 afios, la media de edad observada en este grupo si fue
significativamente diferente entre las temporadas vacunales analizadas, oscilando
desde los 76,0 afios (temporada 2013-14) hasta los 81,2 afos (temporada 2014-15).
Sin embargo, no se observaron diferencias en la proporcién de individuos
seroprotegidos frente a ninguna de las cepas gripales analizadas de los subtipos
A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 entre las dos temporadas estacionales consideradas 2013-
14 y 2014-15. Este resultado es relevante puesto que es presumible que la segunda
poblacién mayor de 65 afios, perteneciente a la temporada 2014-2015, mostrara una
menor TSP pre-vacunal debido a la inmunosenescencia. Sin embargo esto no fue

observado en los datos de este estudio.

Estudio de Acs anti-HA tras la vacunacion

En el presente trabajo se estudid la presencia de Acs anti-HA observados tras la
administracion de la vacuna estacional en la poblacién. Para la evaluacién de la
respuesta inmune humoral homdéloga y heteréloga a la vacuna trivalente estacional en
términos de Acs anti-HA frente a los virus gripales analizados, se han utilizado
fundamentalmente los siguientes pardmetros: tasa de seroproteccion (TSP), tasa de
seroconversion (TSC) y el analisis de la media geométrica de los titulos (MGT). Para el

analisis de la eficacia vacunal segun los criterios EMA se estudiaron los pardametros
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anteriormente considerados ademas de la razon de incremento de la media

geomeétrica de los titulos (RIC).

e Estudio del efecto de la vacuna trivalente estacional sobre la generacion de Acs
anti-HA en funcion del grupo etario.

Los resultados de este trabajo muestran que las vacunas estacionales son capaces de
reforzar la seroproteccion en adultos y mayores de 65 afios frente al subtipo A(HIN1)
pdmO09, pero ademads frente a cepas cldsicas del subtipo A(HLIN1) que no circulan
desde varias décadas. Este refuerzo de la seroproteccion podria favorecer al resto de la
poblacién mediante la inmunidad de grupo ante la re-emergencia de cepas clasicas o
similares a éstas. Tras la vacunacion antigripal se observé un aumento en la TSP en
ambos grupos etarios frente a todas las cepas analizadas. La TSP post-vacunal fue
superior al 18% en adultos y al 26% en el grupo 265 frente a los subtipos A(HIN1) y
A(HIN1) pdmO09. El aumento de la TSP post-vacunal con respecto a la pre-vacunal fue
significativo en ambos grupos etarios frente a todas las cepas analizadas, con

excepcion del grupo de individuos de 15-64 afios frente a la cepa A/Weiss/1943.

La vacunacién estacional con el subtipo A(HIN1)pdmOQ9 produjo respuestas
homodlogas y heterdlogas en términos de seroconversién de los titulos de Acs anti-HA
frente a los subtipos A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09, siendo estas significativas en ambos
grupos etarios. Estas respuestas heterotipicas son interesantes porque muestran que
tanto en adultos como en mayores de 65 afios las vacunas estacionales actuales
inducen la produccidn de Acs anti-HA frente a virus recientes y antiguos del subtipo

A(H1N1) clasico.

Esta seroconversion heterdloga fue de similar magnitud frente a todas las cepas
A(H1IN1) clasicas en adultos, rondando una TSC de entre 7,5% y 8,8%, a excepcion de la
cepa A/Weiss/1943, frente a la que la seroconversién no fue significativa. En mayores
de 65 aios la TSC fue diferente en funcidn de la cepa analizada, variando desde una
TSC del 7,5% frente a la cepa A/Weiss/1943 hasta un 22,5% frente a la cepa
A/Brisbane/59/2007, no hayandose signficacion frente a la cepa A/Brazil/11/1978. Por

su parte, la respuesta homadloga a la vacuna frente a la cepa A/California/07/2009
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(pdm09) produjo seroconversiéon homaloga en mas del 40% de los individuos en
ambos grupos etarios. Cabe destacar la excelente inmunizacién inducida frente a este
subtipo en los mayores de 65 afios (TSC=45%), siendo incluso superior que en el grupo
de adultos (TSC=40%). Estos resultados muestran que las vacunas estacionales son
capaces de producir respuestas heterotipicas en una magnitud muy similar entre
adultos y mayores de 65 afios a pesar de la inmunosenescencia de estos uUltimos. En
este sentido, es necesario recordar que la vacuna administrada a los mayores de 65
afios fue vacuna adyuvada, teniendo en cuenta que es una de las estrategias actuales
para mitigar el efecto de la inmunosenescencia mediante el uso de adyuvantes,
mientras que los adultos recibieron vacunas de tipo inactivado fraccionadas y de

antigenos de superficie.

Las MGTs de Acs anti-HA tras la vacunacidn estacional se triplicaron tanto en adultos
como en mayores de 65 afos con respecto a las MGTs observadas antes de la
vacunacion frente a la cepa pandémica A/California/07/2009, cepa que estaba incluida
en las vacunas trivalentes estacionales administradas en esta poblacion. Ademas, la
vacunacion indujo un incremento en menor medida en las MGTs frente a la HA de la
mayoria de cepas gripales analizadas del subtipo A(H1N1) estacional. Esto demuestra
la capacidad de la vacuna estacional de elevar los titulos de Acs contra la HA de otros
virus gripales, confiriendo asi una proteccién heteréloga, en este caso, frente a cepas
clasicas del subtipo A(H1IN1) que llevan sin circular en la poblacién mas de 60 afios
(A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947) y otras mas recientes desde su re-

aparicion en 1977.

La comparacion de las MGTs post-vacunales en funcién de los dos grupos etarios
mostraron diferencias interesantes que merecen ser comentadas. En el grupo de
adultos (15-64 aios), las MGTs post-vacunales fueron significativamente mas elevadas
frente a las cepas A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978, A/Brisbane/59/2007 y
A/California/07/2009 con respecto a las MGTs observadas en el grupo de mayores de
65 afios. Por otro lado, en el grupo de mayor edad, las MGTs fueron significativamente
mas elevadas frente a las cepas clasicas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943 con respecto a

las observadas en el grupo de adultos.
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La cepa estacional frente a la cual los individuos adultos mostraron la MGT de Acs
anti-HA mas elevada fue frente a A/Brazil/11/1978. Por otro lado, en el grupo de
mayor edad, las MGTs fueron significativamente mas elevadas frente a las cepas
clasicas A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943 con respecto a las observadas en el grupo de
adultos. Teniendo en cuenta la media de edad de cada grupo etario, los resultados de
este estudio muestran que tras la vacunacion se produjo una respuesta humoral de
una forma mads acusada frente a las cepas que mas probablemente primo-infectaron a
cada grupo de individuos. Este fendmeno inmunoldgico notable que se produce sobre
el primer virus que infectd a un individuo, descrito por diversos autores como “pecado
original antigénico” (78—82), tiene sin duda repercusion en la respuesta humoral frente
a virus de la gripe, y despierta un especial interés en la formulacién de vacunas futuras

en las que se pretende obtener una respuesta mas amplia.

Cabe destacar que en el grupo de menor edad, la generacion de altos titulos de Acs
anti-HA frente al virus A/FM/1/1947 tras la vacunacion es probablemente fruto de
reacciones cruzadas. Estos individuos adultos presentaron una media de edad de 50,8
afos, por lo que es probable que los primeros contactos con virus de la gripe se dieran
con cepas que circularan a partir de los afios 60 y 70, y quizas en los mas mayores de
este grupo frente a cepas circulantes en la década de 1950. La presencia de Acs anti-
HA frente a cepas anteriores debe ser fruto, por tanto, de una respuesta heterotipica
entre cepas del mismo subtipo A(H1IN1) debido a la gran homologia genética
comentada anteriormente de la proteina HA evaluada entre las diferentes cepas del

subtipo A(HIN1) y A(HIN1)pdmQ9 (171,172).

Después de la vacunacidn se observé una menor inmunizacion en términos de RIC
de la media geométrica de los titulos de Acs anti-HA en el grupo de adultos frente al
virus A/Brisbane/59/2007 y frente al virus pandémico A/California/07/2009 en
comparacion con el grupo 265 afios. Estos datos de la razén de incremento confrontan
con lo esperable para una poblacidon en la que la inmunosenescencia puede disminuir
la respuesta a las vacunas. Sin embargo, esta respuesta puede explicarse observando
los titulos medios de ambas poblaciones antes de la vacunacién. Las MGTs pre-
vacunales en el grupo de adultos frente a estas dos cepas eran mas elevadas que en los

mayores de 65 afios, de modo que es mas dificil elevar el titulo de Acs con respecto a
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otra poblacidn que posee un menor titulo basal. Esto puede evitar que la RIC sea tan

elevada, haciendo un bias que dificulte la interpretacién de estos datos.

Como ya se ha descrito con anterioridad en este trabajo, el estudio de la respuesta
humoral tras la vacunacion puede servir para conocer la capacidad de la vacuna
antigripal de inducir la produccion de Acs heterotipicos en la poblacién frente a cepas
gripales dentro de un mismo subtipo (34,127) o frente a otros subtipos (128,129). En
consonancia con los datos de este trabajo, estudios previos matizaron que tras la
vacunacion de una poblacidn mayor de 65 afios ocurrian respuestas humorales
heterdlogas frente a virus de la gripe no incluidos en la vacuna estacional, como
algunos de los virus de gripe aviar A(H5N1) y A(HIN2), frente a los cuales dicha
poblacion jamas haya estado expuesta (100). La existencia de estas respuestas
cruzadas entre virus gripales dentro de un mismo subtipo (34,127) o frente a otros
subtipos (128,129) sienta las bases para el disefio de futuras vacunas universales cuyo
objetivo es conferir proteccién amplia y duradera frente a la mayor parte de los tipos y

subtipos de gripe.

En resumen, la respuesta humoral homdloga tras la vacunacién fue significativa en
ambos grupos etarios frente al subtipo A(HIN1)pdmO09. Cabe destacar la excelente
inmunizacioén inducida frente a este subtipo en los mayores de 65 anos. La vacunacién
estacional anual también indujo una interesante respuesta humoral heteréloga en
términos de seroproteccién y seroconversion de los titulos de Acs anti-HA frente a

cepas del subtipo A(HIN1) estacional en ambos grupos etarios.

e Estudio de Acs anti-HA post-vacunales en funcién de la temporada vacunal y del

grupo etario.

Del mismo modo en que se evalud el estudio de los Acs anti-NA post-vacunales, en
este epigrafe se evaluod el efecto de la vacunacién estacional antigripal sobre la
generacioén de Acs anti-HA en funcién del grupo etario y de la temporada vacunal. Para
una correcta discusion de los resultados, cabe recordar los tipos de vacunas

administradas en ambos grupos etarios y en las distintas temporadas vacunales
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reclutadas. Los dos grupos mayores de 65 afios fueron vacunados en las dos
temporadas con la misma vacuna adyuvada. Sin embargo, los dos grupos de adultos
comparados en este trabajo se vacunaron con dos vacunas distintas, ya que durante la
temporada 2013-14 recibieron una vacuna inactivada fraccionada preparada en cultivo
de huevos embrionados de gallina, mientras que en la temporada 2014-15 el grupo de
adultos se inmunizé con una vacuna inactivada de antigenos de superficie preparada
en cultivo celular. Esta diferencia en el tipo de vacuna administrada se tuvo en cuenta
en la comparacion entre las dos temporadas estudiadas en las que estén implicados los

dos grupos de adultos.

Los resultados de este estudio muestran que la vacuna preparada en cultivo celular
(temporada 2014-2015) indujo una seroconversién homéloga y una RIC
significativamente superiores (TSC: 57,5%; RIC: 3,9) frente a la HA de la cepa vacunal
A/California/07/2009 (pdm09) con respecto a la vacuna elaborada en huevo
administrada en la cohorte poblacional adulta de la temporada 2013-2014 (TSC: 25,0%;
RIC: 2,2). Teniendo en cuenta que los dos grupos de adultos presentaban una media de
edad similar, esta mayor respuesta serolégica de Acs atribuible a la vacuna preparada
en cultivo celular puede justificarse como consecuencia de la ventaja que ofrece este
tipo de vacunas. Las vacunas producidas en cultivo celular permiten que los virus
vacunales no experimenten tantas variaciones antigénicas como si ocurren en el
cultivo en embridn de pollo (93). Estas variaciones suceden como consecuencia de que
el virus vacunal, aislado del ser humano, debe adaptarse a las células aviares del
huevo, lo que selecciona cierto tipo de mutaciones de adaptacion a este soporte
bioldégico (94). De este modo, los virus cultivados en lineas celulares de mamiferos
pueden ser mas parecidos a los virus humanos salvajes (95,96), lo que favorecera una
mayor efectividad de la vacuna. Ante la disponibilidad de estas dos vacunas producidas
en soportes bioldgicos diferentes, nuestros datos demuestran que el uso de vacuna
celular es mads ventajoso para los individuos adultos frente al subtipo pandémico

A(H1N1).

En relacién con la respuesta heterdloga de Acs anti-HA tras la vacunacion en la
poblacion adulta frente a cepas del subtipo cldsico A(H1IN1), los datos de este estudio

muestran que tanto la vacuna elaborada en embridn de pollo (temporada 2013-2014)
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como la vacuna preparada en cultivo celular (temporada 2014-2015) indujeron una
respuesta seroldgica similar en términos de TSC y RIC de As anti-HA frente a la mayoria
de las cepas analizadas del subtipo A(H1N1) cldsico, con la Unica excepcion de la cepa
A/PR/8/1934. Frente a dicha cepa, la vacuna fraccionada elaborada en huevo indujo
una respuesta heterdloga significativamente superior (TSC: 17,5% y RIC: 1,8) con
respecto a la vacuna preparada en cultivo celular (TSC: 0% y RIC 1,1). Dado que la
media de edad de las dos cohortes de adultos analizadas es similar, en opinién del
autor de este trabajo esta diferencia en la respuesta seroldgica frente a la cepa
A/PR/8/1934 tras la vacunacion se debe a varios factores, como las vacunaciones
previas de la poblacién adulta y la memoria inmunoldégica particular de estas dos
poblaciones, no pudiendo sélo atribuirse a las diferentes vacunas utilizadas. En
general, salvo esta excepcidn frente a la cepa cldsica mas antigua, el uso de vacuna
fabricada en huevos embrionados o en cultivo celular no induce respuestas

heterotipicas diferentes frente a virus A(H1N1) clasicos.

En relacién con el grupo de mayores de 65 afios incluidos en este estudio, esta
cohorte fue vacunada en las dos temporadas analizadas con el mismo tipo de vacuna
adyuvada. A pesar de que la media de edad de los individuos incluidos en este estudio
fue significativamente superior en la temporada 2014-2015 (81,2 afios) que en la
temporada 2013-2014 (76,0 aiios), la respuesta seroldgica de Acs anti-HA a la
vacunacion fue similar en ambas cohortes poblacionales frente a las cepas gripales

A(H1N1) y A(HIN1)pdmO9.

En conclusidn, la vacunacion en adultos mediante vacuna elaborada en cultivo
celular produjo una mayor respuesta serolégica homodloga de Acs anti-HA frente al
subtipo A(HIN1)pdmO09 con respecto a la vacuna elaborada en huevo. Ambos tipos de
vacuna inducen ademas respuestas heterdlogas en menor medida frente a cepas del
subtipo A(H1N1) clasico, no mostrandose en general respuestas muy diferentes entre
ambos tipos de vacuna, salvo para la cepa mas antigua analizada en este trabajo. En
mayores de 65 afios, la respuesta seroldgica de Acs anti-HA a la vacunacién con vacuna

adyuvada fue similar en ambas temporadas vacunales.
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e Eficacia seroldgica de la respuesta homdloga y heterdloga a la vacuna en

términos de produccién de Acs anti-HA.

Con objeto de evaluar la respuesta homéloga y heterdloga a la vacuna trivalente
estacional frente a los virus gripales A(HIN1) y A(HIN1)pdmOQ9, se evaluaron los
parametros descritos por la EMA: tasa de seroproteccién (TSP), tasa de seroconversién
(TSC) y Razdén de Incremento de la media geométrica de los titulos (RIC) (117,119,130).
Cumplir estos requisitos establecidos por la EMA sirven para evaluar si la vacuna
antigripal administrada ha sido o no eficaz en términos seroldgicos frente a distintos
virus de la gripe. La EMA establece como requisito que una vacuna es eficaz cuando
cumple como minimo uno de los tres requisitos establecidos (119,130). Sin embargo, en
este trabajo se ha considerado la evaluacién de los tres pardmetros en conjunto para
disponer de una conclusién mas completa. Cabe recordar que estos puntos de corte o
cut-offs establecidos por la EMA para cada parametro son diferentes segun en qué
segmento etario de poblacién los estemos evaluando (poblacién de 15-64 afios o en

individuos mayores de 65 afios).

Frente a la cepa A/California/07/2009 del subtipo A(H1N1) pandémico, cepa incluida
en la vacunas trivalentes estacionales administradas en cada una de las temporadas
del estudio, se alcanzaron los tres criterios EMA requeridos en el analisis de la eficacia

vacunal (TSP, TSCy RIC) en mayores de 65 afios en ambas temporadas vacunales.

La vacunacién fue también seroldgicamente eficaz en adultos frente al subtipo
(HIN1) pandémico en la temporada 2014-2015. Sin embargo, la vacunacidn estacional
en el grupo de adultos de la temporada 2013-2014 no consiguié superar los valores de

corte EMA para los pardmetros de TSC (25,0%) ni RIC (2,2).

Los datos de este trabajo muestran por tanto que las vacunas estacionales
administradas en ambas poblaciones produjeron una respuesta homaéloga eficaz frente
a la HA de la cepa A(HIN1) pandémica incluida en la formulacidn de estas vacunas, a
excepcion de la vacuna inactivada fraccionada en adultos en la temporada 2013-2014.
Estos datos muestran que la vacuna fraccionada de elaboracién en huevo tiene una
menor eficacia vacunal en la generacion de anticuerpos anti-HA con respecto a la

vacuna de antigenos de superficie elaborada en cultivo celular.
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Frente al subtipo A(HIN1) cldsico, no se alcanzaron los valores requeridos segun los
criterios EMA en términos de TSC o RIC frente a ninguna de las cepas del subtipo
A(H1N1) estacional en ninguno de los grupos etarios ni temporadas vacunales. Por otra
parte, la vacunacidn provoco que la TSP post-vacunal superara el valor umbral EMA
Unicamente frente a dos de las cepas clasicas incluidas en el estudio. Concretamente
se superd el cut-off en la TSP del grupo de adultos (TSP>70%) frente a
A/Brazil/11/1978 en ambas temporadas vacunales. Por otro lado, se superd también el
cut-off de TSP (TSP>60%) en el grupo de mayor edad frente a A/Brisbane/59/2007 en
ambas temporadas vacunales. A este respecto, cabe hacer una critica conjunta de los
tres parametros EMA usados, ya que al exigir el cumplimiento de uno solo de estos
criterios, esto puede a veces sobrevalorar o minusvalorar el efecto inmunizante de la
vacuna. En este sentido, algunos autores aclaran que la RIC y la TSC pueden
infraestimar la inmunogenicidad de la vacuna, y sin embargo, la TSP puede
sobreestimar ésta. En opinidn del autor de este trabajo, la valoracidn individual de Ia
TSP post-vacunal en este caso puede sobrevalorar la eficacia seroldgica de la vacuna
cuando, por los otros parametros considerados, se concluye que la eficacia serolégica
de la vacuna fue baja. Se debe valorar por tanto la intensidad de los otros dos
parametros para tener una conclusion razonada sobre la eficacia de la vacuna
estacional antigripal, apunte que también se encuentra reflejado en la literatura

cientifica (117).

En conclusién, en todos los mayores de 65 afios la vacuna adyuvada cumplid los tres
criterios EMA de eficacia frente a la HA del subtipo pandémico A(H1N1). Sélo la vacuna
de gripe elaborada en cultivo celular cumplio los tres criterios EMA de eficacia en

adultos frente al subtipo pandémico A(HIN1).
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Estudio comparativo de la respuesta mediada por Acs anti-NA y Acs anti-HA

Aunque diversos autores han demostrado que los anticuerpos dirigidos frente a la
NA de los virus gripales desempefian un papel en la proteccién (72,73,108), se ha
prestado poca atencidn a este antigeno sobre su posible papel como diana de las
futuras vacunas contra la gripe. De hecho, la NA viral ha sido recientemente
denominada como "el antigeno olvidado"(63). Parte de la ausencia de resultados de
calidad frente a este antigeno ha sido la ausencia de ensayos seroldgicos
estandarizados, lo que ha limitado disponer de datos comparativos sobre la funcién
diferenciada de los anticuerpos contra la NA gripal en la proteccidn, relegando a un
segundo lugar el papel de los Acs anti-NA dada la importante funcién de los

anticuerpos contra la HA.

Por otro lado, la respuesta inducida por las vacunas estacionales actuales en
términos de creacién de Acs anti-NA puede ser variable, debido fundamentalmente a
gue este antigeno no esta estandarizado en las vacunas antigripales (107,173). No
obstante, dado el interés por disefiar vacunas que aumenten la inmunogenicidad
frente a la gripe y potencien las respuestas heterotipicas ya demostradas frente a
varios virus, recientemente se ha realizado un esfuerzo de colaboracidn para

estandarizar el ensayo ELLA para la determinacién de Acs anti-NA (66,126).

La aplicacién reciente del ensayo ELLA como técnica serolégica estandarizada para la
determinaciéon de Acs contra la NA gripal, implica que actualmente existan pocos
estudios realizados para la comparacion entre ambos tipos de respuesta seroldgica
(73,108,157). Los resultados del presente trabajo aportan informacién relevante sobre
esta linea de investigacién (174). A este respecto, cabe realizar una discusidn critica de
los resultados observados a modo de estudio comparativo de la respuesta seroldgica
tanto en términos de Acs anti-HA como de Acs anti-NA con lo actualmente descrito por

otros autores.
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Estudio comparativo entre Acs anti-HA y anti-NA previos a la vacunacién

El analisis conjunto de los datos obtenidos en el estudio de Acs anti-NA y anti-HA de
este trabajo pretende evaluar de forma global la inmunizacién frente a virus del
subtipo A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09. De este modo se pretende entender el tipo de

relaciones inmunoldgicas o de correlaciones que existen entre ambos antigenos.

Los datos presentados en este trabajo mostraron que el nimero de sueros pre-
vacunales que presentaron titulos de Acs anti-NA >1/40 fue muy superior al de sueros
con titulos Acs anti-HA>1/40 en la poblacion global estudiada. El porcentaje de sueros
pre-vacunales que presentaban titulos de Acs anti-NA >1/40 fue superior al 80% frente
a todas las cepas analizadas, mientras que frente a HA se encontraron Acs a titulos
protectores en muy bajo porcentaje frente a las cepas A(H1N1) cldsicas mas antiguas,
incrementandose este porcentaje paulatinamente hasta la cepa pandémica
A/California/07/2009, con un 70,6% de TSP pre-vacunal. Estos resultados muestran
que, mientras los titulos de Acs frente a la NA parecen mantenerse durante mucho
tiempo a titulos protectores, los de la HA parecen disminuir a medida que pasa el
tiempo desde la exposicidn a una determinada cepa. La diferencia observada en la
seroproteccion frente a ambos antigenos es notable, suscitando el interés por analizar
de forma conjunta ambos tipos de Acs. Estos resultados ademas demuestran que
utilizar vacunas con NA en su composicidén puede tener interés de cara a mantener
buenos valores de seroproteccidn frente a virus actuales y antiguos. A pesar de esta
interesante informacion, es complejo desde esta perspectiva conocer la implicacion de
estos Acs en la proteccién del individuo, por lo que se requiere experimentacién in vivo

para determinar el alcance de su actividad.

Para realizar un estudio comparativo de ambos tipos de Acs antigripales (HA y NA),
se realizo una estratificacion de los titulos de Acs observados en diferentes rangos
segln el nivel de estos Acs. Cabe destacar que la proporcion de titulos protectores
altos (>1/160) fue significativamente superior en el caso de los Acs anti-NA frente a
todas las cepas analizadas con respecto a los Acs anti-HA. Esto se debe probablemente
a que la estructura antigénica de la NA estd mucho mas conservada que la de la HA
durante la evolucidn del subtipo A(H1IN1) (77). Los andlisis filogenéticos de este
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estudio mostraron que la HA y la NA difieren aproximadamente en un logaritmo de
variabilidad genética entre ellas (13), lo que se traduce en que la NA estd mucho mas

conservada durante esta historia natural del subtipo A(HIN1).

Al considerarse la NA una proteina mds conservada que en el caso de la HA, es
probable que la respuesta humoral generada por el contacto con un virus gripal
provoque respuestas cruzadas de Acs anti-NA mas frecuentemente frente a otros virus
gripales dentro de un mismo subtipo, e incluso entre diferentes subtipos, al menos
dentro del mismo clado de la NA (114). Esto se ve plasmado en nuestros resultados, ya
que se observan valores de seroproteccién frente a la NA muy elevados y similares
entre todas las cepas analizadas. Esta particularidad puede ser interesante para
generar respuestas humorales mas duraderas y reducir la discordancia antigénica
entre virus de temporadas consecutivas debido a la rdpida evolucién de la HA (113). En
definitiva, los Acs dirigidos contra proteinas gripales mds conservadas, como es el caso
de la NA, podrian ayudar a proporcionar un nivel significativo de seroproteccion frente
a la infeccién gripal (74—77,108,144), duradera, de amplio espectro, y complementaria

a la inducida por la HA gripal.

En este trabajo se examind ademas la correlacion entre las medias geométricas de
los titulos de Acs anti-NA y Acs anti-HA pre-vacunales de la poblacién analizada. En
relacion con estas MGTs pre-vacunales, se identificd Unicamente una correlacién
positiva significativa entre los titulos de Acs anti-NA y anti-HA frente a la cepa
A/PR/8/1934. No obstante, esa correlacion fue muy baja, con un valor de 0,295. Frente
al resto de cepas clasicas del subtipo A(H1IN1) asi como frente a la cepa del subtipo
A(H1IN1)pdmO09 no se encontraron correlaciones positivas significativas entre los
titulos de Acs anti-HA y anti-NA. En otros términos, los resultados de este trabajo
muestran que los titulos de Acs anti-NA no guardan una correlacidn significativa con
aquellos titulos de Acs anti-HA en la poblacién analizada frente a las cepas gripales
A(H1IN1) ni A(HIN1)pdmO09 estudiadas, con excepcién de la cepa A/PR/8/1934. De
acuerdo con estos resultados, estudios en esta linea demuestran también que la
contribucioén de los Acs anti-NA a la proteccién de la poblacion ocurre de forma
independiente de la respuesta a la HA (72,144). A este respecto, un estudio reciente ha

demostrado que la presencia de titulos previos de Acs anti-NA en sueros de pacientes
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se comporta como un factor de proteccién frente a la infeccion gripal,

independientemente del titulo de Acs anti-HA en el suero de los mismos (73).

Existen trabajos que determinan una correlacidn entre el titulo de Acs
hemaglutinantes (Acs anti-HA) y el nivel de proteccidn que presenta una persona ante
la infeccion por un virus de la gripe. En relacién a ello, se ha considerado
tradicionalmente que aquellos titulos de Acs anti-HA por encima del valor 1/40 se
consideran un correlato de proteccion. La evidencia cientifica de este correlato
proviene de un ensayo con virus vivos de gripe realizado en 1972 por Hobson y
colaboradores (62) que establecié que un titulo de Acs anti-HA en suero previo a la
inoculacién del virus de entre 1/18 y 1/36 estaba asociado con un 50% de proteccidn
contra la infeccion. Un estudio similar demostré una tasa de infeccidn del 29% en
aquellos individuos con titulos de Acs de 1/40 a 1/60 (175). Sin embargo,
historicamente otros estudios dentro de este ambito de investigacién in vivo mediante

la inoculaciéon de virus gripales han sido menos concluyentes (176—178).

Por otra parte, cada vez son mas los estudios que demuestran que para alcanzar
esos niveles de proteccion se requieren de titulos hemaglutinantes mas altos (62,175),
e incluso trabajos que justifican que la proteccidn prevista no es completa y que otros
correlatos, como el titulo de Acs anti-NA, pueden ofrecer una informacién predictiva
adicional importante sobre la proteccidn que si se analizan Unicamente los titulos de

Acs anti-HA (62,114,129).

En este trabajo se quiso conocer si la presencia de un titulo hemaglutinante
protector (Acs anti-HA >1/40) estaba correlacionado con un mayor titulo de Acs anti-
NA en la poblacion analizada. Con este objetivo, se compararon los titulos de Acs anti-
NA observados entre aquellos individuos que presentaban titulos hemaglutinantes
protectores frente a aquellos individuos que presentaban titulos hemaglutinantes no
protectores. No se observaron diferencias significativas en la magnitud de los titulos de
Acs anti-NA entre ambas categorias en ninguno de los dos grupos etarios analizados,
mostrando una vez mas la independencia de la seroproteccidn entre ambos antigenos.
Los datos de este trabajo muestran que la proteccion analizada Unicamente mediante

la determinacidén de titulos de Acs hemaglutinantes no es completa y que otros
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correlatos, como pueden ser los Acs anti-NA, pueden ofrecer una informacién

predictiva adicional.

Con relacién a la inmunidad basada en la NA, varios autores (64,70,72,73,179) han
demostrado que los titulos de Acs anti-NA se correlacionan con la proteccion frente a
la enfermedad gripal en humanos. No obstante, por el momento no se han definido
correlatos de proteccidon para los titulos de Acs anti-NA asi como actualmente existen

para los titulos de Acs hemaglutinantes (62,120,180).

Atendiendo a esta consideracion, en virtud de los resutados observados en este
trabajo, se quiso hacer una aproximacion de qué titulo de Acs anti-NA se podia
correlacionar con el correlato de seroproteccion aceptado actualmente frente a la HA
(21/40) frente a cada una de las cepas gripales analizadas. Para ello, en cada grupo
etario se segregd la poblacién en aquellos individuos que poseian Acs a titulos
protectores frente a la HA y aquellos que no, y se correlacionaron con los Acs anti-NA
utilizandoun analisis de curvas ROC (area bajo la curva). Mediante este test se pudo
estimar que en el grupo de individuos mayores de 65 afios, el titulo de Acs anti-NA que
puede considerarse como seroprotector frente a las cepas A/PR/8/1934 y
A/FM/1/1947 es 1/240 y 1/480 respectivamente. No se encontraron correlaciones
significativas frente al resto de virus en mayores de 65 afios, ni frente a ningun virus en

adultos.

A tal efecto, de estos resultados se puede inferir que para alcanzar un nivel de
seroproteccidn en términos de Acs anti-NA frente a las cepas A/PR/8/1934 y
A/FM/1/1947 en mayores de 65 afios, se van a necesitar generalmente titulos de Acs
anti-NA muy superiores a aquellos valores requeridos para la HA (tomando como
correlato para la HA un titulo 21/40). Como limitacidn, esta consideracién es
Unicamente una aproximacion para conocer a partir de qué nivel de Acs anti-NA, estos
titulos pueden considerarse como protectores en la poblacién. No obstante, hasta
donde se conoce, es de las primeras aproximaciones en las que se pretende establecer
equivalencias entre los titulos de Acs observados frente a la HA y la NA para
determinar de forma indirecta los correlatos de proteccién necesarios para la NA. Por
ello, se hacen necesarias futuras investigaciones en este campo con el objeto de

comprobar algunos indicadores como son los correlatos de seroproteccidn de la NA
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para distintos grupos de poblacién y estudiar en detalle |a relacién de los Acs frente a

la NAy los observados frente a la HA.

Este es uno de los primeros trabajos en donde se realiza una aproximacién para
definir los correlatos de seroproteccion para la NA. No obstante, se hacen necesarios
ademas estudios observacionales poblacionales donde se determine la eficacia y
efectividad de una hipotética vacuna contra la gripe que contenga una cantidad
estandarizada de NA para conseguir de este modo definir qué titulos de Acs anti-NA se
correlacionan con la proteccion. Son necesarias futuras investigaciones en este campo
con el objeto de comprobar algunos indicadores como son los correlatos de
seroproteccion de la NA para distintos grupos de poblacién y estudiar en detalle la

relacion de los Acs frente a la NA y los observados frente a la HA.

En conclusion, la correlacién de Acs anti-NA y anti-HA utilizando el correlato de
proteccidn Acs 21/40 muestra una correspondencia baja, demostrando que la
dinamica de produccién de Acs anti-NA ocurre de forma independiente de la respuesta
a la HA, por lo que se necesita formular un correlato de proteccidén propio para los Acs
titulos de Acs anti-NA. Los titulos de HA son inferiores por lo general a los titulos de NA
para cualquier correlacién que se trate de establecer. No se ha podido encontrar un

titulo de Acs HA que anticipe la presencia de Acs anti-NA a titulos >1/40.

Analisis comparativo entre los Acs post-vacunales anti-NA y anti-HA

Otro de los objetivos del presente trabajo fue comparar la respuesta humoral frente
a la HA asi como frente a la NA tras la vacunacién estacional de la poblacién en funcién
del tipo de vacuna antigripal administrada en la poblacién analizada. El tipo de vacuna
gue habia recibido la poblacién incluida en el estudio fue del tipo de vacuna trivalente
inactivada en ambas temporadas vacunales consideradas. Concretamente, en el grupo
reclutado de 15-64 ainos, todos los individuos se vacunaron con vacuna inactivada no
adyuvada en las dos campafias vacunales consecutivas. Por otro lado, los mayores de

65 afios fueron vacunados con vacuna inactivada de tipo adyuvada.
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Los resultados de este trabajo muestran que la vacuna sin adyuvante indujo una
mayor respuesta de incremento entre los titulos pre y post-vacunales respecto a la
vacuna adyuvada frente a las cepas A/Weiss/1943 y A/FM/1/1947. Esta diferencia
parece estar vinculada a que la poblacidn 265 afios que recibio la vacuna de tipo
adyuvada ya presentaba titulos muy altos de Acs anti-NA previos a la vacunacion
frente a estas dos cepas, por lo que no se concluye que la vacuna adyuvada presente
un menor efecto inductor de Acs frente a HA ni NA que las inactivadas no adyuvadas.
Tampoco parece estar implicado en este caso el fendmeno de la inmunosenescencia,
ya que considerando que el titulo pre-vacunal es tan elevado, es muy dificil
incrementar sustancialmente el titulo de Acs. Esto parece haber limitado el aumento
de los titulos en este grupo de mayor edad, por lo que no sdlo el tipo de vacuna
administrada parece relevante en la respuesta de Acs anti-NA tras la vacunacién
antigripal, sino ademads la inmunidad previamente adquirida frente a las primeras
infecciones durante la vida de un individuo, demostrando de nuevo que el pecado
original antigénico estd estrechamente relacionado con la respuesta seroldgica basada
en la NAy la HA. En general, los titulos de Acs anti-NA eran mas altos frente a aquellos
virus que circulaban durante la infancia de los individuos examinados, lo que sostiene
la importancia del pecado antigénico original. De este modo, este fendmeno pudo
mitigar la respuesta tras la vacunacion frente a dichas cepas, independientemente del

tipo de vacuna administrada.

Serd interesante determinar en detalle en estudios futuros, de igual modo que se ha
estudiado para los Acs hemaglutinantes, cdmo los titulos de Acs anti-NA se generan
tras la vacunacidn con vacunas estandarizadas para la NA, y cdmo los adyuvantes
influirian en la inmunidad contra la NA incluida en la vacuna. No obstante, incialmente
habria que contar con vacunas antigripales disefiadas con un contenido estandarizado
de NA vacunal. Comprender las caracteristicas de la respuesta especifica de la NA
ayudara a los investigadores a disefiar vacunas que induzcan titulos altos y de reaccidn

cruzada de Acs anti-NA en todos los grupos de edad y contra todos los subtipos.

En conclusion, los datos de este trabajo ponen de manifiesto la presencia conjunta
de los Acs anti-HA asi como de Acs anti-NA en la respuesta humoral homoéloga y

heterdloga frente a los subtipos de gripe A(HIN1) y A(HIN1)pdmO09 tras la vacunacién
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estacional antigripal. No sdlo el tipo de vacuna administrada parece relevante en
ambos tipos de respuesta de Acs tras la vacunacion antigripal, sino ademas la
inmunidad previamente adquirida frente a las primeras infecciones durante la vida de

un individuo.

Limitaciones del estudio

En opinidn del autor y directores de este trabajo, se cree conveniente apuntar
ciertas limitaciones encontradas durante la realizacién del presente trabajo y que se
piensa que pueden contribuir a una mejor interpretacién de los resultados obtenidos,

ademas de servir de ayuda para posibles futuras investigaciones en este campo.

Limitaciones con el ensayo serologico ELLA para determinar el titulo de Acs anti-NA

Entre las limitaciones de este estudio, cabe sefialar que se han utilizado virus vivos
completos (a excepcidn de la cepa A/PR/8/1934 que se utilizd inactivado con formas
nativas de HA y NA de cepas humanas estacionales A(HIN1) y A(HIN1)pdm09. Segun
algunos autores, la determinacién del titulo de Acs anti-NA en el ensayo ELLA puede
ser interferido por Acs anti-HA preexistentes a través de diferentes mecanismos de
impedimento estérico entre los Acs anti-HA y la NA (181), aumentando artificialmente
los titulos de Acs anti-NA. Por ello, algunos resultados de nuestro estudio pueden
sobreestimar los titulos de Acs anti-NA por la posible presencia de Acs contra la

hemaglutinina H1 (126).

Para solventar esta limitacidn, el protocolo del ensayo ELLA estandarizado por la
iniciativa CONSISE recomienda utilizar virus quiméricos H6Nx para disponer de una
hemaglutinina exdtica frente a la cual el ser humano no disponga de Acs anti-HA. Sin
embargo, a juicio de los autores de esta tesis, el uso de virus quiméricos que contienen
hemaglutinina exética como H6Nx para la evaluacién de Acs anti-NA también puede
estar limitado por la presencia de Acs heterotipicos en la poblacion analizada. En un
trabajo previo del Dr. |. Sanz y colaboradores se demostrd que un porcentaje
moderado de la poblacién =65 afios tiene Acs heterotipicos a titulos protectores contra
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la cabeza globular de la HA de virus de la gripe no estacionales como el H5 y el H9
(141). Estos Acs estaban presentes como resultado de una respuesta cruzada con Acs
frente a virus de gripe estacional, como H1 y H2, durante su vida. Estos Acs
heterotipicos también han sido observados por otros autores (105). Los subtipos H5 y
H9 pertenecen al clado 1 de la HA y presentan una homologia genética similar o
incluso menor (en el caso del subtipo H9) que el subtipo H6 con respecto a los virus H1
y H2 de la gripe estacional humana. Dado que estos Acs heterotipicos se encuentran
comunmente en poblaciones expuestas y vacunadas, es dificil evaluar el grado de
interaccion de estos Acs heterotipicos en el ensayo ELLA cuando se utilizan
hemaglutininas exdticas y nativas. Debido a esto, se decidié finalmente utilizar los virus
nativos completos para evaluar con exactitud que ocurre a nivel seroldgico frente a los

dos antigenos principales de la superficie de los virus de la gripe, la HA y la NA.

A pesar de que los Acs anti-HA podrian estar aumentando artificialmente el titulo de
Acs anti-NA en este estudio por impedimento estérico, en opinién del autor y
directores de este trabajo, este efecto es limitado. En este sentido, vale la pena
comentar algunos aspectos de la arquitectura de la envoltura de los virus de la gripe en

relacion con la HA y la NA.

En primer lugar, algunos autores sugieren que la capacidad de neutralizacién de los
Acs anti-HA especificos del tallo de la hemaglutinina podria verse limitada por la
disposicion de la HA en la superficie del virus de la gripe, debido al limitado accede
estos Acs a ciertos epitopos antigénicos de la HA (13,156). La compactacion de las
hemaglutininas entre ellas en la superficie del virus gripal puede limitar el acceso de
los Acs contra el tallo, hecho que ya ha sido discutido con respecto a la limitacién del
uso de estos Acs y el disefio de una futura vacuna universal basada en la region
conservada del tallo de la HA (182). Este problema también afecta al obstaculo estérico
entre la HA y la NA, ya que este efecto puede ser mitigado por el acceso limitado de los
Acs al tallo. Por otro lado, el tallo de la HA es menos inmunogénico que la cabeza
globular de la HA, por lo que no hay tanta diversidad de Acs como contra la cabeza
globular, y su produccidn no es tan numerosa (183). Mientras que algunos autores
demuestran por métodos computacionales que la estructura de la HA en la superficie

del viridn no limita el acceso de los Acs especificos del tallo a los epitopos préximos a
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la membrana (172), la subdominancia inmunogénica de la region del tallo de la HA

implica una menor produccién y variedad de Acs con respecto a la cabeza globular HA.

En segundo lugar, la disposicién de HA y NA en la superficie del virion se produce en
forma de parches, en los que se disponen varias proteinas de la misma clase (HA en un
lado y NA en otro). En estos parches hay varias NA juntas y sélo las que forman parte
delexterior de un parche son las que pueden sufrir el efecto estérico con las HA que
estan inmediatamente cerca de NA. De hecho, en algunos casos incluso las NA estdn
situadas cerca de un canal de iones o de proteina M2. Por ello, el efecto estérico
producido por los Acs anti-HA presentes en el suero humano sdlo se produciria contra

las NA situadas fuera de estos parches.

Falta de consenso para determinar correlatos de proteccion referidos a los titulos de

Acs anti-NA

Otra de las observaciones a destacar en este trabajo es que se han utilizado dos
correlatos de seroproteccion frente a la NA que no estdn aceptados actualmente y que
dependen de los ya propuestos para la HA. En nuestro trabajo se utilizé un titulo >1/40
como correlato de seroproteccidn frente a la NA, completando el estudio con un
correlato >1/80 para verificar titulos mas elevados. Existen algunos estudios que han
determinado correlaciones de seroproteccidn equivalentes entre ambas proteinas
(73,108,144), por lo que los resultados de este estudio proporcionan informacién sobre
este tipo de comparacién con los estudios ya disponibles. El andlisis de los Acs anti-NA
en un modelo humano previo a la vacunacidn y los inducidos por la vacuna estacional
en este trabajo de investigacidon, ofrecen un punto de vista interesante sobre como se
produce la respuesta inmunitaria humoral en un modelo humano y en condiciones
realestras la vacunacion. La publicacién de nuevos estudios como éste permitira la
comparacion y el analisis de la respuesta de Acs anti-NA en términos de proteccién

humoral y eficacia seroldgica de la vacuna.
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Virus gripales

El presente trabajo se ha limitado al estudio de las infecciones por gripe A (HIN1).
Sin embargo, los hallazgos deben aplicarse a otras infecciones por el virus de la gripe A
y posiblemente a las infecciones por gripe B en humanos. El titulo de Acs anti-HA
>1/40 en suero se ha establecido como un correlato de seroproteccion frente a todos
los virus de la gripe de interés humano, como A(H1IN1), A(H2N2), A(H3N2) y B
(108,185,186). Se ha demostrado que los Acs anti-NA en suero predicen la proteccién
frente a la infeccidn y la enfermedad por el virus de la gripe A(H3N2) en estudios con
modelos humanos (108). También se ha demostrado que los Acs anti-HA y anti-NA
presentes en secreciones nasofaringeas se correlacionan con la seroproteccion a la

infeccidn de gripe en personas que se exponen a los virus de la gripe Ay B (70,187).
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La presentacion de esta tesis amplia los hallazgos sobre las respuestas de Acs anti-
HA y anti-NA frente a virus gripales del subtipo clasico A(H1IN1) y subtipo pandémico
A(H1N1) que se producen tras la vacunacién antigripal estacional. Este trabajo afade
un valor importante para que los anticuerpos anti-NA puedan considerarse como un
predictor independiente de inmunidad humoral cuando éstos estdn presentes. Esto es
interesante porque la proteina NA presenta una tasa de variacidn antigénica mas baja
qgue la HA, de modo que la inmunidad inducida por la NA podria ser de mayor duracion
y de mas amplio espectro (13,16,188). También se ha demostrado en este trabajo que
la inmunizacidn con la NA en cantidad no estandarizada presente en las actuales
vacunas induce una seroproteccién que se extiende a otros virus no incluidos en la
vacuna. Por estas razones, es interesante considerar la posibilidad de desarrollar
vacunas contra la gripe estandarizadas para el contenido de NA que sean capaces de
producir dichos Acs. No sélo ello podria aumentar la proteccion conferida tras la
vacunacion en los afios en que la HA de las cepas incluidas en la vacuna coincida con
los virus circulantes, sino que también existiria la posibilidad de obtener cierta
proteccion en aquellos anos en los que exista un mismatch antigénico de la HA, pero

con poca deriva antigénica de la NA.
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Conclusiones

1. Toda la poblacién estudiada mostré en una gran proporcidn titulos altos de Acs
anti-NA (=1/40) previos a la vacunacion frente a todos los virus gripales del subtipo

cldsico A(HIN1) y del subtipo pandémico A(HIN1).

2. Los 265 afios tenian MGTs de Acs anti-NA pre-vacunales mads elevadas frente a
cepas antiguas del subtipo clasico A(H1IN1) mientras que en los adultos éstas
estaban mas elevadas frente a cepas mas actuales, coincidiendo con las cepas de

dicho subtipo que probablemente primo-infectaron a estos individuos.

3. Lavacuna estacional de gripe indujo seroconversion homadloga frente a la NA del
subtipo pandémico A(H1N1) en mas de la mitad de los individuos, y seroconversiéon
heterdloga frente a la NA de todas las cepas del subtipo clasico A(HIN1) en mas de
la cuarta parte de la poblacién analizada. Demostrando que las vacunas
estacionales actuales, sin cantidades estandarizadas de NA, inducen produccién de

Acs homdlogos y heterdlogos frente a la NA.

4. Elaumento de Acs (MGTs) en 265 afios tras la vacunacion, fue mayor frente a las
cepas mas antiguas del subtipo clasico A(HIN1), mientras que en los adultos lo fue
frente a las cepas mas recientes; mostrando un efecto booster de la vacunacién
mayor frente a las cepas que probablemente primo-infectaron a los individuos.
Este efecto, relacionado con el pecado original antigénico descrito para la HA, es la

primera vez que se demuestra para la NA en poblacién europea.

5. Lavacuna celular indujo seroconversién homologa mayor frente a la NA del
subtipo pandémico A(H1N1) con respecto a la vacuna elaborada en huevo, ambas
administradas en adultos. La vacuna celular sélo produjo una respuesta heterdloga

superior frente a la NA de dos cepas clasicas, A/PR/8/1934 y A/Weiss/1943.
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6.

10.

11.

La vacunacién estacional cumplié en ambos grupos etarios los tres criterios EMA de
eficacia en términos de Acs anti-NA frente al subtipo pandémico A(H1N1) para las
temporadas analizadas. La vacuna adyuvada en 265 afios indujo ademas una
respuesta heterdloga eficaz frente a dos de las cepas gripales mas recientes del

subtipo clasico A(HIN1), concretamente A/Brisbane/59/2007 y A/Brazil/11/1978.

Al igual que frente a la NA, los 265 afios muestran mayores titulos HA frente a los
virus mas antiguos del subtipo A(H1N1), mientras que los individuos adultos
muestran los mayores titulos frente a las cepas clasicas A(HLN1) mds actuales,
coincidiendo con las cepas que probablemente primo-infectaron a estos

individuos.

En todos los 265 afios la vacuna adyuvada cumplié los tres criterios EMA de eficacia
frente a la HA del subtipo pandémico A(H1N1). Sélo la vacuna de gripe elaborada
en cultivo celular cumplid los tres criterios EMA de eficacia en adultos frente al

subtipo pandémico A(HIN1).

La correlacidn de Acs anti-NA y anti-HA mediante el correlato de proteccidon Acs
>1/40 muestra una correspondencia baja, demostrando que la dinamica de

produccién de Acs anti-NA ocurre de forma independiente de la respuesta a la HA.

Los titulos de Acs anti-HA son inferiores en general a los titulos de Acs anti-NA para
cualquier correlacién que se trate de establecer. No se ha podido encontrar un

titulo de Acs HA que anticipe la presencia de Acs anti-NA a titulos >1/40.

Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto que la respuesta humoral
frente ala HA y NA, homodloga y heteréloga frente a cepas del subtipo clasico
A(HIN1) y pandémico A(H1N1) tras la vacunacion estacional antigripal, depende no
solo del tipo de vacuna administrada, sino de la inmunidad previamente adquirida

frente a las primeras infecciones.
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12. Los elevados titulos de Acs NA pre-vacunales encontrados en la poblacién asi como
la ausencia de correlacion directa con los Acs anti-HA hacen necesario establecer
parametros EMA especificos para la NA al considerar este antigeno como un nuevo

objetivo o diana vacunal.
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Abstract: Neuraminidase (NA) content is not standardized in current seasonal influenza vaccines;
neither anti-NA antibodies (anti-NA Abs) are measured nor is it well-defined as a correlate of
humoral protection. In this work, the presence of NA1 antibodies against classical A(HIN1) and
A(HIN1) pdm09 subtypes was studied before and after vaccination with seasonal vaccines containing
A/California/07/2009 strain (A(HIN1) pdm09 subtype). By Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA;
Consortium for the Standardization of Influenza Seroepidemiology), we analyzed serum samples
from two different cohorts (adults and elderly). The presence of anti-NA Abs at titers >1/40 against
classical A(HIN1) and A(H1IN1) pdm09 subtypes were frequently found in both age groups, in 81.3%
and 96.3% of adults and elderly, respectively. The higher titers of anti-NA Abs (NAI titers) were
detected more frequently against classical A(HIN1) strains according to the expected age when the
first flu infection takes place. In this way, an Original Antigenic Sin phenomenon related to NA
seems to be part of the immune response against flu. Seasonal-vaccination induced homologous
seroconversion against NA of A(HIN1) pdm09 subtype in 52.5% and 55.0%, and increased the
Geometric Mean Titers (GMTs) in 70.0% and 78.8% of adults and elderly, respectively. Seasonal
vaccination also induced a heterotypic anti-NA Abs response against classical A(HIN1) strains
(seroconversion at least in 8.8% and 11.3% of adults and elderly, respectively, and an increase in GMTs
of at least 28.0% in both age groups). These anti-NA Abs responses occur even though the seasonal
vaccine does not contain a standardized amount of NA. This work demonstrates that seasonal
vaccines containing the A(HIN1) pdm09 subtype induce a broad antibody response against NA1,
that may be a target for future influenza vaccines. Our study is one of the first to analyze the presence
of Abs against NA and the response mediated by NAI titers after seasonal influenza vaccination.

Keywords: neuraminidase; original antigenic sin; seasonal influenza vaccination

1. Introduction

Influenza infection is a major health problem in both developed and developing countries. The
importance of influenza infection is due to both the high morbidity, which causes a significant number
of people infected in a short period of time, and its related mortality either directly or by aggravating
comorbidities. More than 80 years ago the first influenza virus was isolated [1] and since then there
have been significant changes in the knowledge regarding influenza.

Among influenza viruses, different strains of subtype A(HIN1) influenza have circulated in
humans [2,3] until its extinction in 2009 coinciding with the emergence of the new pandemic strain,
A(HINT) pdm09 [4]. The first human infection with the influenza virus likely stimulates the production
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of key antibodies that then shape later immune responses to different seasonal influenza strains. The
world’ population may have experienced different imprinting on its immune system. Individuals
born before 1957 and those born before 2009 possibly show different immunological memory based on
circulating antibodies against subtype A (HIN1) influenza.

Immune memory is the cornerstone of the practice of influenza vaccination. Vaccination programs
are established in almost all developed countries with different population targets. In general, most
countries emphasize the need for vaccination in those over 65 years of age and other risk groups such
as individuals with comorbidities. There are numerous reports in the literature that have studied the
humoral response measured by specific antibodies against hemagglutinin protein (HAI titers) as a
correlate of protection and vaccine efficacy after seasonal vaccination [5,6]. In recent years, several
studies have emphasized the doctrine of original antigenic sin regarding the efficiency and effectiveness
of seasonal vaccination [7-9]. However, few studies have studied humoral response measured by
specific antibodies against neuraminidase (anti-NA Abs), a first-line viral target with hemagglutinin
for the clearance of influenza virus infection [10].

One of the limitations in current inactivated influenza vaccines is that its formulation is only
standardized for hemagglutinin (HA) content and thus, humoral responses induced by these vaccines
are related primarily to HAI titers [11,12]. However, it is of growing interest in influenza viral
neuraminidase (NA) and in the role of a humoral response mediated by anti-NA Abs as a correlate
of protection against influenza infection [13-21]. The threat of the influenza virus increases the
preparedness of protective immunity to pandemic and seasonal infection by vaccination. Furthermore,
a growing number of studies claim to include or increase the amount of NA in influenza vaccine
composition in order to provide broader vaccine immunogenicity [22-25]. Several questions remain
that need to be further addressed for the future development of innovative and rapidly efficient
vaccines strategies.

One of the objectives of the Consortium for the Standardization of Influenza Seroepidemiology
(CONSISE) is to promote the study of humoral response against other viral proteins beyond the HA,
such as the NA [26]. As far as we know, this is one of the few recent European studies published
and is the first study in Spain analyzing the presence of Abs against NA and the humoral response
mediated by anti-NA Abs after seasonal influenza vaccination. Spain is one of the European countries
with higher rates of vaccination, especially in those over 65 years of age [27], and contributes to
a larger number of samples for epidemiological influenza surveillance conducted through Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS) [28]. In addition, certain National Influenza
Centers (NICs), such as the NIC Valladolid, have extensive experience in the annual collection of sera-
and sero-epidemiological analysis, not only against subtypes and current strains but also against old
influenza viruses [29,30].

In this work, we have studied the baseline level of anti-NA antibodies and the immune response
mediated by anti-NA Abs against classical and recent influenza A (HIN1) and A(HIN1) pdm09
strains after the vaccination with A/California/07/2009 (A(HIN1) subtype pdm09) in adults and the
elderly population.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design

A retrospective experimental study was designed, analyzing the presence of anti-NA Abs in
pre- and post-vaccination serum samples from 160 individuals. The study population was classified
according to the age of the elderly (>65 years; ;= 80) and adults (15-64 years; 11,= 80) groups. These
individuals were recruited during the 2013-2014 and 2014-2015 influenza vaccination campaigns
(IVCs) [31,32]. The type of seasonal influenza vaccine administered in the adult group was a trivalent
inactivated vaccine (Vaxigrip®, Sanofi Pasteur, Lyon, France) and an MF59-adjuvanted trivalent vaccine
(Chiromas®, Novartis, Siena, Ttaly) was used in the elderly group, in both IVCs. These seasonal influenza
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vaccines included as a vaccine strain within subtype A(H1N1) to the strain A/California/07/2009
(subtype A(HIN1) pdm09) [31,32]. Pre-vaccination serum samples were obtained immediately prior
to administration of the influenza vaccine and post-vaccine serum samples at least 28 days after
its administration. Serological samples were obtained through physicians of the Sentinel Influenza
Surveillance Network of Castile and Leon, Spain. Serological samples are sent annually to the National
Influenza Center of Valladolid (Valladolid NIC) where these are analyzed. The collection of sera
is regulated as part of a sero-epidemiological surveillance project through the Sentinel Influenza
Surveillance Network of Castile and Leon (Spain), regulated through the Order SAN/1593/2006
of 13 October 2006. Informed consent was obtained and the recruitment of the Patients was done
following the Spanish Organic Law for Data Protection, patient’s rights and Obligations for clinical
documents (BOE no. 298 of 14 December 1999, Law 41/2002). This research was performed following
the Declaration of Helsinki.

2.2. Influenza Viruses Analyzed

The presence of anti-NA Abs was analyzed against five different strains of seasonal
subtype A(H1IN1) and against one strain of subtype A(HIN1) pdm09. Strains were as follows:
A/PuertoRico/8/1934 (A/PR/8/1934), A /Weiss/1943, A /FortMonmouth/1/1947 (A/FM/1/1947),
A/Brazil/11/1978, A/Brisbane/59/2007, and A/California/07/2009 (A(HIN1) pdm09). These strains
were selected for their relevance with regard to subtype A (HIN1) influenza evolution since its origin
in 1918 [2] till its extinction in 2009 with the emergence of a new pandemic subtype, the A(HIN1)
pdm09 [4]. A/PR/8/1934, A/Weiss/1943, and A/FM/1/1947 strains are three representative classical
strains before the reemergence of subtype H1 in 1977 with the emergence of the A/USSR/90/77
strain [33]. These three strains were also the first H1 flu strains that were included in the first vaccines
used in humans. After its reemergence in 1977 until its end in 2009, two important classic subtype H1
seasonal strains were A/Brazil /11/1978 and A /Brisbane/59/2007 strains. A /Brisbane/59/2007 is also
the last strain related to seasonal subtype A (HIN1) selected as a vaccine strain before the extinction of
this seasonal subtype. A/California/07/2009 (pdm09) is the first strain related to pandemic subtype
A(HINT1) selected as a vaccine strain. A/PR/8/1934 was provided by the National Institute for
Biological Standards and Controls (NIBSC, London, UK) which was previously inactivated with
beta-propiolactone for its use in BSL-II conditions. Egg-adapted strains A/Weiss/1943, A/FM/1/1947,
and A/Brazil/11/1978 were supplied by the Francis Crick Institute WHO Collaboration Center London
(London, UK). A/Brisbane/59/2007 and A/California/7/2009 were obtained from the kit of reagents
in the identification of influenza isolates provided by the International Reagent Resource (IRR), USA.
Viral strains were grown in chicken embryos for 72 h at 35 °C in the NIC Valladolid for obtaining a
sufficient viral load for experiments and then stored in aliquots at —80 °C until use. Embryos were
supplied by Lohmann Breeders (Valladolid, Spain).

2.3. Immunological and Virological Assays

The analysis of the presence of specific anti-neuraminidase Abs (anti-NA Abs) in pre- and
post-vaccine serum samples was performed by means of an enzyme-linked serological assay lectin
(ELLA) [34-36]. Originally developed by Lambré [34], the ELLA assay is based on the release of
terminal sialic acid residues from the fetuin which is used as a substrate. The advantages are that
it evaluates specific NA antibodies, offers better safety and sensitivity, and requires no hazardous
reagents. Assay repeatability as well as intra- and inter-laboratory variability was assessed in an
international study of the ELLA, conducted through the Consortium for the Standardization of
Influenza Sero-Epidemiology (CONSISE), and the results were quite promising [26]. In this research,
we determined the magnitude and distribution of neuraminidase antibody responses against the
historic and current influenza A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 strains using the ELLA assay. As
far as our knowledge, this is the first research in Spain that shows the results of human antibody
response against neuraminidase. This practical method to measure anti-NA Abs titers (NAI titers) is
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performed in 96-well plates coated with a large glycoprotein substrate, fetuin. NA cleaves terminal
sialic acids from fetuin, exposing the penultimate sugar, galactose. Peanut agglutinin (PNA) is
a lectin with specificity for galactose and, therefore, the extent of desialylation can be quantified
using a PNA-horseradish peroxidase conjugate, followed by addition of a chromogenic peroxidase
substrate. The optical density measured is proportional to NA activity. First, a neuraminidase assay
was performed to determine the optimal virus concentration to be used in the ELLA assay. This
neuraminidase assay was performed for all viral stocks. To measure anti-NA Abs, serial dilutions of
sera were incubated at 37 °C overnight (16-18 h) on fetuin-coated plates with a fixed amount of each
virus. The reciprocal of the highest serum dilution that results in >50% inhibition of NA activity was
designated as the NAI titer. The ELLA provides a practical format for the routine evaluation of human
antibody responses following influenza infection or vaccination.

2.4. Phylogenetic Analysis

A phylogenetic analysis of the NA gene of the strains of subtype A(HIN1) and subtype A(HIN1)
pdm09 was performed to study the phylogenetic relationships between those viruses. In that analysis,
sequences of the complete NA gene of all strains included in the study were obtained from the database,
Influenza Research Database (IRR), with the following accession numbers; A/PR/8/1934: 120393;
A/Weiss/1943: 230628; A/FM/1/1947: 241812; A/Brazil/11/1978: 57807; A/Brisbane/59/2007:
502144; A/California/07/2009: 680484. The NA gene sequences were aligned using the ClustalW
algorithm BioEdit 7.2.3. Phylogenetic analysis was performed using the MEGA 5.2 software (Mega
Software, Tempe, AZ, USA) and the best nucleotide substitution model was predicted by the Best-Fit
tool. The Hasegawa-Kishino-Yano model with gamma-distributed rates obtained the highest score
Bayesian information criterion. The reproducibility of the phylogenetic tree was guaranteed by a
bootstrap analysis of 1,000 replications. A genetic similarity matrix for the NA1 subunit was also
constructed using the maximum-likelihood algorithm. The genetic similarity between the different
influenza A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 viruses were expressed as a percentage of genetic homology
(% of similarity /100).

2.5. Statistical Analysis

In the statistical analysis, parameters such as the seroprotection rate (SPR), seroconversion rate
(SCR), and the Geometric Mean Titers (GMTs) were calculated. Seroconversion was defined as an
increase of at least four-fold titers between pre- and post-vaccine serum samples. Although there is
currently a lack of consensus assuming the exact value of specific protective antibody titers against
NA, in this work, we have used similar correlates of protection as those used for HAI titers [20].
Seroprotection analysis was assessed in duplicate considering NAI titers over 1/40 and over 1/80.
The negative results obtained in NAI titers were assumed as half of the detection value (1/10) for
the calculation of the GMTs. The statistical analysis was performed using different parametric and
non-parametric methods as Student T test, Pearson chi-square test and McNemar by means of SPSS
V24 software (IBM, Armonk, NY, USA). Statistical significance was taken at the p < 0.05 value.

3. Results

3.1. Population Characteristics

The mean age of the groups recruited for this study was 51.0 years (CI95%: 48.2-53.4) in the
adult group and 78.6 years (CI195%: 76.6-80.6) in the elderly group. Distribution of groups mean
age by influenza vaccine campaign (IVC) was: 50.3 years (CI95%: 46.5-54.2) and 76.0 years (CI95%:
73.9-78.1) in the 2013-2014 IVC; and 51.6 years (CI95%: 48.2-54.7) and 81.2 years (CI95%: 78.3-83.9) in
2014-2015 IVC, in adults and the elderly group, respectively. Men comprised 43.8% and 48.8% of those
individuals recruited during the 2013-2014 and 2014-2015 influenza vaccine campaigns, respectively.
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3.2. Presence of Pre-Vaccine Anti-NA Abs Against A(HIN1) and A(HIN1) pdm09

The presence of pre-vaccine Abs anti-NA was detected against all strains of subtype A(HIN1)
and A(HIN1) pdm09 analyzed in both age groups. Pre-vaccine sera with titers >1/40 and >1/80
were observed in more than 81.3% and 67.5% of individuals in both population groups analyzed, see
Figure 1.
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Figure 1. Percentage distribution of pre-vaccine sera with titers of anti-NA Abs (NAI titers) >1/40 and
>1/80 against influenza strains of subtype A(HIN1) and subtype (HIN1) pdm09. SP; cut-off point
NAL titers.

All individuals in the age group >65 years showed NAI titers >1/40 against strains
A/Weiss/1943, A/FM/1/1947, A/Brazil/11/1978, and A /Brisbane/59/2007. The lowest percentage
of individuals >65 years with Abs >1/40 was observed against strains A/PR/8/1934 and
A/California/07/2009 (n = 77; 96.3%) in both cases. On the other hand, no virus against which
all individuals aged 15-64 showed antibody titers >1/40 was found. The highest percentage of adult
individuals with titers of >1/40 was against strains A/Brazil/11/1978 and A /Brisbane/59/2007 (n =
79; 98.8%) in both cases, and the percentage was lower against the strain A/PR/8/1934 (n = 65; 81.3%).

Analyzing both groups with the cut-off point for Abs titer in >1/80, it was observed that
all individuals of group >65 years showed titers >1/80 against strain A/Weiss/1943. The
lowest percentage of individuals >65 years with Abs to >1/80 was observed against the strain
A/California/07/2009 (n = 64; 80.0%). On the other hand, no virus was found against which all
individuals aged 15-64 showed antibody titers >1/80. The highest percentage of adult individuals
with titers of >1/80 was against the strain A /Brazil/11/1978 (n = 78; 97.5%) and the lowest rate was
against the strain A/California/07/2009 (n = 54; 67.5%).

The percentage of individuals with titers >1/40 was significantly higher in the elderly group than
in the adult group against strains A/PR/8/1934, A/FM/1/1947 and A/California/07/2009 (Pearson
chi-square; p < 0.05). These differences were also significantly higher in the elderly even when a titer
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of >1/80 was considered against strains A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 and A/FM/1/1947 (Pearson
chi-square; p < 0.05).

The highest value of pre-vaccination GMTs in individuals >65 years was observed against strain
A/Weiss /1943 (GMTs = 716.0; C195%: 534.0-974.7) and lowest against the strain A /California/07/2009
(GMTs = 136.9; CI95%: 109.2-170.9) (Table 1). In the aged 15-64 years group, the highest GMTs was
observed against strain A/Brazil/11/1978 (GMTs = 448.5; C195%: 364.5-542.9) and lowest against
A/California/07/2009 (GMTs = 100.2; CI95%: 79.3-127.7). GMTs was significantly higher in the elderly
group against the A/PR/8/1934, A/Weiss/1943 and A/FM/1/1947 and significantly higher in adults
than in elderly group against the strain A/Brazil/11/1978 (Student-T; p < 0.05). Significant differences
in GMTs between both age groups against strains A /Brisbane /59 /2007 and A /California/07/2009
were not found.

Table 1. Geometric Mean Titers (GMTs) of anti-NA antibodies in both age groups against A(HIN1) and
A(HIN1) pdm09 strains. Comparison between GMTs of the adult and elderly groups. (CI: confidence

intervals).
Anti-NA GMTs (CI 95%)
A(HIN1) and A(H1IN1) pdm09 Strains Adults Elderly p-Value
(15-64 Years) (>65 Years)

A/PR/8/1934 106.5 (81.2-137.7) 166.6 (131.1-209.9) 0.016

A/Weiss /1943 369.6 (269.9-485.7) 716.0 (534.0-974.7) 0.002
A/FM/1/1947 169.5 (128.3-215.5) 351.9 (283.9-434.4) <0.001
A/Brazil/11/1978 448.5 (364.5-542.9)  269.0 (211.8-336.1) 0.001
A/Brisbane/59 /2007 2223 (179.5-276.4) 251.0 (211.4-296.5) 0.399
A/California/07 /2009 100.2 (79.3-127.7) 136.9 (109.2-170.9) 0.066

3.3. Heterotypic Anti-NA Abs Response Induced by Influenza Seasonal Vaccination

Seasonal vaccination with the strain A /California/07/2009 (subtype A(HIN1) pdm09) induced
a significant heterotypic anti-NA Abs response against all A(HIN1) subtype strains analyzed in
both age groups (McNemar; p < 0.05). The highest heterologous seroconversion rates (SCR) were
observed in the adult group against the strain A/Weiss/1943 (SCR = 31.3%) and against the strain
A/Brisbane/59/2007 in the >65 years (SCR = 36.3%), see Table 2. The seroconversion rate was
significantly higher in the elderly than in adults against the strain A/Brisbane/59/2007 and also
significantly higher in adults than the elderly against the strain A /Weiss /1943 (Pearson chi-square;
p < 0.05). Seasonal vaccination produced a homologous seroconversion against the strain included in
the vaccine composition (A /California/07/2009) in 52.5% of adults (17 = 42) and 55% of individuals
>65 years (1, = 44). No significant differences in SCR between both age groups against this strain
were found (Pearson chi-square; p < 0.05).

Table 2. Number of seroconversions and seroconversion rate against classical influenza A(HINT1)
strains and A(HIN1) pdm09 strain after seasonal flu vaccination.

Adults (15-64 Years) Elderly (>65 Years)
A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 Strains

SCN SCR SCN SCR

A/PR/8/1934 7 8.8 9 113
A/Weiss/1943 25 313 11 13.8
A/FM/1/1947 17 213 10 125
A/Brazil /11/1978 12 15.0 15 18.8
A/Brisbane/59/2007 14 17.5 29 36.3
A/California/07 /2009 42 52.5 44 55.0

SCN: Number of seroconversions; SCR: Seroconversion rate.
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The percentual distribution of individuals with NAI titers >1/40 and >1/80 after seasonal
vaccination is described in Figure 2. After vaccination, the SPR >1/40 reached was over 92.5%
and over 98.8% against all influenza strains studied in the adult and elderly groups, respectively.
Considering those NAI titers over 1/80, the SPR > 1/80 reached was over 80.0% and over 95.0%
against all influenza strains studied in the adult and elderly groups, respectively. Statistically significant
differences between the SPR > 1/40 prior to and after vaccination were observed in the young-adult
group against strains A/PR/8/1934 and A/California/07/2009 and in the elderly group against
A/PR/1934 and A/California/2009 strains (McNemar; p < 0.05).

97.5
A/California/07/2009 WWWWWWWWW, 100.0

100.
A/Brisbane/59/2007 WWWWWWWWWW 100.0
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Figure 2. Percentage distribution of post-vaccine sera with NAI titers >1/40 and >1/80 against
influenza strains of subtype A(HIN1) and subtype A(HIN1) pdm09. SP; cut-off point NAI titers.

Post-vaccination GMTs against the influenza A(HIN1) strains analyzed are described in Table 3.
Post-vaccine GMTs observed were significantly higher against strains A/PR/8/1934, A/FM/1/1947,
and A/Brisbane/59/2007 in the elderly rather than in the adult group. On the other hand, these
post-vaccine GMTs were higher against the strain A/Brazil/11/1978 in adults than in the elderly
group (Student-T; p < 0.05). The profile of pre-vaccine GMTs and its increase after seasonal influenza
vaccination are shown in Figure 3.

Table 3. Geometric mean titers (GMTs) of anti-NA Abs against different influenza A(HIN1) strains
after seasonal flu vaccination.

Anti-NA GMTs (CI 95%) Post-vaccination

A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 Strains p-Value

(15-64 Years) (>65 Years)
A/PR/8/1934 139.3 (109.3-176.8) 253.2 (202.6-315.1) <0.001
A/Weiss /1943 858.9 (639.7-1115.6) 1,012.5 (772.2-1349.4) 0.402
A/FM/1/1947 331.2 (251.8-426.1) 542.6 (450.7-656.2) 0.002
A/Brazil/11/1978 685.6 (533.6-861.9) 464.3 (378.8-583.3) 0.012
A/Brisbane/59/2007 411.3 (326.5-515.2) 566.7 (471.4-677.2) 0.028
A/California/07/2009 342.8 (270.2-435.3) 460.3 (370.3-563.6) 0.077
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Figure 3. Profile of pre-vaccine GMTs and its increase after seasonal influenza vaccination. (A):
pre-vaccine GMTs of 15-64 years group; (B): pre-vaccine GMTs of the elderly group; (C): post-vaccine
GMTs of 15-64 years group; (D): post-vaccine GMTs of the elderly group.

3.4. Phylogenetic Analysis of Influenza Viruses Studied

The percentages of genetic similarity (% of similarity/100) of the NA gene between the different
influenza A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 viruses analyzed are described in Table 4. Genetic homology
of the NA gene observed between the different strains studied was over 85%. The highest genetic
homology observed was between A /Weiss /1943 and A/FM/1/1947 strains (96.7%) and the lowest
was the genetic homology observed between A/PR/8/1934 and A/Brisbane/59/2007 strains (85.6%).
The pandemic strain A /California/07/2009 (subtype A(HIN1) pdm09) showed a genetic homology
with seasonal strains (HIN1) between 72.1% (A /Brisbane/59/2007) and 76.4% (A/FM/1/1947). The
phylogenetic tree constructed by using the NA gene of all viruses analyzed is shown in Figure 4.

Table 4. Genetic similarity expressed as a percentage of similarity /100 of the NA1 subunit of the
neuraminidase gene between the different influenza A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 strains analyzed.

A(H1IN1) and A(HIN1)  A/California/ A/Brisbane/ A/Brazil/ A/FM/  A/Weiss/  A/PR/8/

pdmO09 Strains 07/2009 59/2007 11/1978 1/1947 1943 1934
A/California/07 /2009 1.000 - 2 = = =
A/Brisbane/59/2007 0.721 1.000 - - - -
A/Brazil/11/1978 0.762 0.909 1.000 = N =
A/Weiss /1943 0.764 0.857 0.929 1.000 - -
A/Brisbane/59/2007 0.752 0.864 0.941 0.967 1.000 -

A/PR/8/1934 0.753 0.856 0.920 0.938 0.950 1.000
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Figure 4. Phylogenetic tree of the neuraminidase (NA) gene of influenza A(H1N1) strains analyzed.

4. Discussion

The efficacy of serological protection against influenza viruses has traditionally been related to
the production of neutralizing Abs specifically against the hemagglutinin (HA). The immunogenicity
of currently licensed influenza vaccines is focused on the content of the HA antigen, without giving
greater importance to the content of other viral proteins. Purification methods of these vaccines are
intended to preserve the HA structure but not the NA. Because of this, the total amount of NA in
these vaccines is unknown and is not standardized [12]. Currently licensed influenza vaccines contain
purified and standardized HA but also contain residual NA antigen [37-39].

The humoral responses after seasonal vaccination measured as anti-HA Abs production
(hemagglutination inhibition [HAI]) are widely described in scientific literature, but less is known
about the humoral response to the NA induced by these vaccines. There are published works that
study the role of anti-NA Abs for the protection against influenza viruses in animal and human
studies [20,23,40,41]. However, there are few studies that analyze the NA antibody responses provided
by the current seasonal influenza vaccination in different human populations [42]. As far as our
knowledge, this is the first research in Spain that studies the anti-NA Abs response prior to and after
vaccination with seasonal influenza vaccines.

Our data demonstrate the existence of a high percentage of adults and elderly people showing
Abs against NA1 neuraminidase of the influenza A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 analyzed strains.
The elderly people were the age group with the highest seroprotection rate against those viruses. The
demonstration of the presence of these anti-NA Abs is relevant. Despite the fact that the origin of these
Abs is unknown in both age groups, it can be as a result of two different causes. These Abs could have
been induced by past influenza infections by different A(H1IN1) subtype strains, and our results would
demonstrate that immune memory also happens for the NA protein [18,21]. However, these Abs could
be induced by previous vaccinations with related influenza strains that have generated heterotypic
responses against all the strains analyzed.

Pre-vaccine GMTs were significantly higher in the elderly than in adults against A/PR/8/1934,
A/Weiss /1943, and A/FM/1/1947 strains. On the other hand, GMTs were significantly higher in
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adults than the elderly for A/Brazil/11/1978 strain. These differences can be caused by the first
contacts of these age groups against influenza. Taking the age of the elderly people analyzed, they
were probably primed by viruses that circulated during the 1930s or 1940s, which were descendent
from the Spanish Influenza. On the other hand, adults were probably primed by A(H1N1) viruses
that circulated after their re-emergence in 1977. In this context, the first time that a person comes
into contact with an influenza virus can be crucial and can condition the following interactions with
other influenza viruses. This phenomenon is known as the “Doctrine of original antigenic sin” and
has been described for the humoral response to the influenza hemagglutinin [7-9], but not for the
neuraminidase. The data from our study show that this interesting effect also occurs against NA.
As far as we know, this is the first work that demonstrates this particularity for this protein. In short,
our study represents a reflection of group immunity correlated with age and with an individual’s first
influenza infection in their life, demonstrating that the Original Antigenic Sin is also closely related to
the humoral response to NA. Further research is needed to compare HA with NA when the original
antigenic sin in the influenza virus is mentioned.

The results of our study demonstrate that seasonal vaccination against the A/California/07/2009
strain (A(H1IN1) pdm09 subtype) induced significant homologous and heterologous humoral responses
to NA1 against all A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 strains analyzed in this work, both in adults and in
the elderly. This response occurs despite the fact that the vaccine does not have a standardized amount
of NA in its composition [37-39].

Seasonal vaccination induced homologous seroconversion against NA of subtype A(HIN1)
pdm09 in more than half of the individuals in both age groups. Influenza vaccination also induced
heterotypic seroconversion in NAI titers against A(HIN1) strains analyzed not included in the seasonal
vaccine. This heterotypic anti-NA Abs response may be due to the high genetic homology between
the NA protein of both A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 influenza subtypes (more than 70%). The
NA protein is present at the surface of the influenza virus and shows a lower mutation rate than
HA [10,43]. Thus, the NA protein can remain without antigenic changes for longer times than HA.
This lower variability of NA allows the existence of conserved epitopes in NAs proteins of the same
clade [44], favoring the heterotypic reactions. Because of this, the results of our study not only show
that seasonal influenza vaccines against the A(HIN1) pdm09 subtype induced a humoral response
against a protein that is not standardized in their composition, the NA, but also induced interesting
heterotypic responses. This emphasizes the importance of the design of future influenza vaccines based
on the NA protein or standardizing their content in the currently used seasonal vaccines. Since the
main objectives of the design of future influenza vaccines are an increase in the heterotypic responses
(universal vaccine) and also include new viral targets for inducing wider humoral responses, these
results show that NA is one of the most promising targets to address these requirements. Further
research is needed to determine how these influenza vaccines could induce heterotypic humoral
protection against other viruses containing NA1 neuraminidase, like A(H5N1), as it has been described
against viral hemagglutinin [29].

There are certain circumstances in which the response to vaccines may turn out to be lower than
expected, as in the case of the elderly population with the immune senescence [45-48]. However,
compared to adults, the immune senescence seems to not be appreciated in our study. The
seroconversion after vaccination was similar in both age groups with no significant differences for most
of the viruses analyzed. However, we observed statistically significant differences in the SCR after
vaccination against the A /Weiss /1943 strain, being higher in the adults. This is surprising because
adults have never been in contact with these viruses since they have born after 1960. This issue is
probably a bias caused by the high pre-vaccine NAl titers of the elderly, which could have hindered
the NAI titers increasing as much as in adults, which showed lower pre-vaccine GMTs. These results
seem to show that the conserved structure of NA could have been mitigating the effect of immune
senescence, which can be interesting for influenza vaccination.
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The GMTs achieved after vaccination doubled in many cases that which was observed before
vaccination against almost all strains in both groups. This demonstrates the ability of a seasonal
influenza vaccine to raise the Abs titers against NA, an aspect that we believe should be taken into
account for the design of future influenza vaccines.

The results of our study show that seasonal influenza vaccines (SIV) increase NAI titers in a
large percentage of the population analyzed despite the fact that SIV does not include a standardized
content of NA in its composition. The implication of this anti-NA Abs response in terms of serological
protection against the influenza virus cannot be evaluated using the methodology used, so it is
necessary to conduct studies in vivo to determine the effectiveness of a hypothetical influenza vaccine
that contains a standardized amount of NA. Previous studies have evaluated the presence of anti-NA
Abs and their relationship to immunological protection against influenza, both in animals and humans
exposed to the influenza viruses [20,23,40,41]. Our data and data from previous studies support that
humoral immunity based on the NA plays an important role in the protection against flu and that the
NA antigen should be taken into account for the design of future influenza vaccines.

Among the limitations of this study, it should be noted that complete viruses have been used with
native forms of HA and NA from human seasonal A(HIN1) and A(HIN1) pdm09 strains. According
to some authors, the ELLA assay can be interfered by preexisting antibodies against HA through
different mechanisms of steric hindrance between the anti-HA antibodies and the NA [49], artificially
increasing NAI titers. Because of this, some results of our study may overestimate NAI titers by the
possible presence of Abs against H1 [36]. However, the use of chimeric viruses containing exotic
haemagglutinin as H6NXx for the evaluation of anti-NA Abs may also be limited by the presence of
heterotypic antibodies in the analyzed population. Our group has previously demonstrated that a
moderate percentage of the population >65 years have heterotypic antibodies at protective titers
against the globular head of the HA of non-seasonal influenza viruses such as H5 and H9 [29]. These
antibodies were present as a result of imprinting with seasonal influenza viruses, as H1 and H2, during
their life. These heterotypic antibodies have also been observed by other authors [50]. H5 and H9
subtypes belong to clade 1 of the HA and present similar or even less genetic homology than the
H6 subtype with respect to human seasonal influenza viruses H1 and H2. Given the fact that these
heterotypic antibodies are commonly found in exposed and vaccinated populations, it is difficult to
evaluate the extent of the interaction of these heterotypic antibodies in the ELLA assay when using
exotic and native hemagglutinins.

Despite the fact that HA antibodies could be artificially increasing titers of the anti-NA antibodies
in this study by steric hindrance, we think that this effect is limited. In this regard, it is worth
commenting on some aspects of the architecture of the envelope of influenza viruses in relation to
HA and NA. Firstly, some authors suggest that the neutralization ability of the stem-specific anti-HA
antibodies could be limited by the disposition of the HA on the surface of the influenza virus, due to
their limited access to the membrane-proximal epitopes [51,52]. Also, the immune subdominance of
the HA stem could affect the production of specific antibodies against this region [53]. While some
authors demonstrated by computational methods that the HA structure in the virion surface does not
limit the access of the stem-specific antibodies to the membrane-proximal epitopes [54], the immune
subdominance of the stem region of the HA implies a lower production and variety of antibodies with
respect to the HA globular head. This issue also affects the steric hindrance between HA and NA,
since this effect can be mitigated by the limited number and variety of these antibodies. Secondly, the
arrangement of HA and NA on the surface of the virion occurs in the form of patches, in which several
proteins of the same class are arranged (HA on one side and NAs on others). In these patches, there
are several NAs together and only those that are part of the outside of the patch are those that can
suffer the steric hindrance effect with the HAs that are immediately close to NA. In fact, in some cases,
even the NAs are situated near to an ion channel or M2 protein. Because of this, the steric hindrance
effect produced by the anti-HA antibodies present in the serum would only occur against the NAs
situated outside of these patches.
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Also, in this work, we have used two cut-off points assimilating NAI titers over 1/40 and over
1/80 due to lack of consensus assuming the exact value on the seroprotection against NA. There are
some studies that have determined equivalent seroprotection correlates between both proteins [18-20],
so the results of this study provide information on this type of comparison to the studies already
available. The analysis of the antibodies against NA in a human model prior to vaccination and those
induced by the seasonal vaccine in this study offer an interesting point of view on how the humoral
immune response happens in the reality after vaccination. The publication of new studies such as this
will allow for the comparison and analysis of the anti-NA Abs response in terms of humoral protection
and vaccine serological efficacy.

5. Conclusions

In summary, the presence of Abs at protective titers against the NA of A(HIN1) and A(HIN1)
pdm09 subtypes were frequently found in both populations studied, adults and the elderly. The
higher titers of anti-NA Abs were detected more frequently against classical influenza A(HIN1)
strains according to the age of the first flu infection. In this way, an Original Antigenic Sin related
to NA seems to be present. Although seasonal influenza vaccines do not contain a standardized
amount of NA, at least 28% of vaccinated adults and elderly showed increased NAI titers. Seasonal
vaccination containing A/California/07/2009 strain (A(H1IN1) pdm09) induced homologous anti-NA
Abs response against A(HINT) pdm09 subtype but also heterologous responses against classical strains
of A(HIN1) subtype. Knowledge of these responses to vaccination can contribute to the design of new
influenza vaccines that expand the protection against proteins that are non-standardized in seasonal
influenza vaccines. The results of our study demonstrate that NA antigen could be included in the
Next Generation Influenza Vaccines. Further research is needed to understand the link of NAI titers
and its correlation with HAI titers in protection, as well as the optimal dose of NA antigen to generate
that response.
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% Junta de
Castillay Leon ANEXO |

Consejeria de Sanidad
Direccion General de Salud Publica

Consentimiento informado para la extraccion de una muestra de suero pre-
vacunal y otra post-vacunal con destino al Programa de Vigilancia Integrada de la Gripe

La Consejeria de Sanidad de la Junta de Castillay 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 vacunacion antigripal en la poblacion,
cuyos resultados son de extraordinaria importancia para mejorar la eficacia de las campafas 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 ningan
tipo de riesgo ni incomodidad para Ud., salvo la toma de la muestra (dolor durante el
procedimiento de extraccién, 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
proteccién establecido en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion 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 seré eliminada.

Usted podra solicitar y obtener gratuitamente informacion sobre sus datos de caracter personal
sometidos a tratamiento, mediante peticion o solicitud dirigida a la Direccion 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.

............................................ Qreendeinn...de 2016

DIDRA@: ittt declaro que he recibido vy
comprendido la informacién 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,
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v Junta de BOCYL n° 71 de 14-04-2003; Orden SBS/1325/2003, de 3 de

Castillay Leon septiembre, por la que se publican las Guias de informacion al
Consejeriade Sanidad usuario, BOCYL n° 205 de 22-10-2003.
Direccion General de Salud Piblica

ANEXO |1

PROGRAMA DE VIGILANCIA INTEGRADA DE LA GRIPE
RED CENTINELA SANITARIA DE CASTILLA Y LEON
FICHA DE REMISION DE SUEROS PREVACUNALES Y POSTVACUNABLES
2016-2017

Qué se debe recoger:
*5 prevacunales
*5 postvacunales, 4 semanas después de
ETIQUETA la vacunacién.

IDENTIFICACION:

Apellidos: Nombre:

Edad: Sexo:

EXTRACCION:
1. * Prevacunal Fecha: [/ [

Numero codigo de barras (a etiqueta)

2. ® postvacunal  Fecha: /| Numero codigo de barras (o etiqueta)

POBLACION DE RIESGO: 1.* Sano
2.*® Embarazada
2.*® Patologia de riesgo

3.* Otros: especificar

VACUNACION:
Fecha: / /
Vacuna: Lote:
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