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Descripcion general de la gripe

La gripe es una enfermedad infecciosa febril aguda causada por los virus de la Gripe A,
By C, que por lo general es de resolucion espontanea. Provoca brotes epidemioldgicos de
distinta incidencia e intensidad cada invierno, con tasas que oscilan entre el 10 y el 40% de la
poblacion durante un periodo de unas 5-6 semanas. La gripe es una de las principales
enfermedades infecciosas que se producen en los meses invernales. Eventualmente pueden
surgir variantes nuevas por recombinacion genética que den lugar al origen de virus de tipo
pandémico, cuya vigilancia es muy importante debido al potencial riesgo para la poblacion
humana.

Historia

El virus de la gripe es un agente etioldgico cuyo conocimiento historico no ha sido
especialmente relevante hasta el siglo XX, con el comienzo de la gran pandemia de Gripe
Espafiola de 1918. Datos anteriores de caracter histérico apuntan a que este virus producia al
menos una epidemia cada tres afios desde finales del siglo XII hasta el siglo XIX'. La pandemia
de Gripe Espafola que se produjo entre los afios 1918 y 1919 en tres oleadas, produjo cerca de
21 millones de muertes en todo el mundo?, lo que provocé que el interés por este patdgeno
comenzara.

El comienzo de la experimentacion y descubrimiento de lo que habia provocado este
evento a escala global comenzaron en el afio 1933 gracias a Smith y colaboradores®, que
lograron aislar el virus de la Gripe A mediante su inoculacion en hurones. Posteriormente en
1939, Francis aisl6 el virus de la Gripe B*, y por dltimo, en 1950 Taylor aisl6 el virus de la Gripe
C°. Los posteriores hallazgos que se realizaron en el siglo XX fueron relevantes para conocer las
distintas herramientas de diagnéstico que han llegado hasta nuestros dias. Asi por ejemplo,
Burnet, logrd en 1936 inocular y crecer el virus de la Gripe en embrién vivo de pollo®, pudiendo
recoger posteriormente el virus para su uso, técnica que actualmente aun se realiza con el fin
de obtener carga viral suficiente con fines experimentales y en industria farmacéutica para la
propagacion y obtencion de vacunas.

Posteriormente, en la década de 1950 se desarrollaron los sistemas y protocolos de
cultivo celular para crecimiento del virus de la Gripe’, que actualmente aun se siguen usando
como método diagnoéstico y con fines de investigacion. En 1941, Hirst desarrollo la técnica de
la inhibicién de la hemaglutinacion®, protocolo que en la actualidad se sigue utilizando para
investigacion y en la rama de la epidemiologia para el conocimiento de las variedades
circulantes en las diferentes estaciones epidémicas, cuantificacion del virus y de los
anticuerpos circulantes en la poblacion. Esta técnica posee una especien relevancia ya que
permite una gran versatilidad y una obtencion de resultados muy sélidos en estudio con los
virus de la Gripe. Ya durante esta década, en 1940 se realizaron los primeros ensayos
relacionados con la efectividad de las vacunas utilizando virus inactivados®, desechando la idea
de utilizar virus vivos que se habia estado barajando desde el descubrimiento de este agente
patogeno™®, no permitiéndose su utilizacion por primera vez hasta el afio 2003 (Figura 1).



2N2 H2N2
HIN1 3 H1N1

Pandemic

>

1995 2005 2010 2015

» H3N8I

1915 . 1925

2009
Pandemic

1900

Russian | Old Hong Kong }
influenza | influenza
H2N2 H3N8

Hong Kong
influenza influenza
H2N2 H3N2

influenza
HiN1

Figura 1. Evolucion de los virus de la Gripe humana desde 1895. Extraido de European
Center for Disease Prevention and Control (ECDC) 2009.

En la actualidad, el virus de la Gripe es un virus que se controla anualmente a través de
una amplia y extensa red de laboratorios adheridos a la OMS, denominados Centros
Nacionales de Gripe, cuya labor es la vigilancia epidemioldgica de estos virus con el fin de
disefiar estrategias de control y prevencion para controlar la infeccion natural. La aparicion de
un nuevo virus de la Gripe triple recombinante en México en el afio 2009 puso en alarma a
toda la comunidad internacional ante la primera pandemia el siglo XXI. Actualmente, este virus
se ha convertido en un virus de caracter estacional que infecta a los humanos de forma
epidémica y supone un ligero riesgo para la poblacion, sobre todo para los grupos de riesgo.
Sin embargo, la aparicion espontanea y rapida de un virus recombinante con alta capacidad de
diseminacion entre la poblacion humana ha dado un toque de alerta a los servicios de
prevencion de enfermedades infecciosas ante la posible aparicién de variantes letales de la
Gripe, que puedan desarrollarse de forma pandémica, como son los actuales HSN1 o el H7N9.

Durante el afio 1997, la OMS registr6 un brote de gripe aviar en la ciudad de Hong
Kong, que traspaso la barrera de especie logrando infectar a humanos afectando a 18 personas
y matando a seis de ellas. La causa de este brote se identifico como el virus de la Gripe A H5N1
de origen aviar de alta patogenicidad (IAAP)*. Esto supuso el sacrificio de mas de 2 millones de
aves entre los dias 30 y 31 de Diciembre de ese mismo afio® %, Posteriormente, esta misma
cepa reaparecio de nuevo en el afio 2003 y durante el afio 2006 surgieron los primeros casos
en Europa, causando ataques mortales en Turquia y detectandose casos en aves de Austria,
Grecia, Alemania y Francia®, documentandose después en gran parte de los paises europeos,
bien en aves salvajes 0 en granjas avicolas.

El conocimiento durante el siglo pasado de toda la biologia de los virus de la Gripe ha
permitido disefiar herramientas de control y prevencion que en un futuro podrian ser muy
atiles ante el riesgo de diseminacion de nuevas variantes de caracter pandémico.
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Clasificacién y nomenclatura

El virus de la gripe pertenece a la familia Orthomyxoviridae y se subdivide en tres
grupos diferentes en funcién de las diferencias antigénicas principales con caracter
filogenético (A, By C), siendo los del grupo A los més variados y més relevantes para la clinica,
seguidos por los del grupo B que pueden causar epidemias esporadicas. Los virus del grupo C
no causan epidemias y su prevalencia es muy débil.

Los virus de la gripe A son enfermedades zoondticas que tienen al ser humano también
como hospedador, sin embargo los virus del grupo B y C son virus eminentemente humanos
que tienen otros hospedadores mamiferos puntuales como el perro o el cerdo. La
nomenclatura de este virus se realiza en funcién del grupo al que pertenezca, el lugar del
primer aislamiento, el nimero correlativo de la cepay el afio del aislamiento. Asi por tanto el
virus H3N2 que actualmente es endémico de Espafia y que causa epidemias estacionales entre
los meses de Noviembre a Mayo se denomina A/Victoria/361/2011.

Por otra parte, la clasificacion y nomenclatura de los virus de la Gripe A subdivide este
grupo en funcion de la hemaglutinina y neuraminidasa que posean. En la actualidad existen un
total de 16 hemaglutininas y 9 neuraminidasas diferentes. La nomenclatura y clasificacion de
los virus de Gripe B deriva de su separacion en dos linajes desde la década de los 70,
denominandose actualmente Victoria y Yamagata, y no producen pandemias.

Estructura del virus

El virus de la gripe se compone de una envuelta proteica con forma esférica de unos
80-120 nm, donde se encuentran la mayor parte de proteinas que tienen capacidad
inmunogénica, y un interior donde se encuentra alojado el material genético, proteinas
estructurales y codificantes. El virus de la gripe es un virus RNA compuesto por ocho cadenas
independientes que codifican 11 proteinas distintas: Hemaglutinina (HA), Neuraminidasa (NA),
Nucleoproteina (NP), M1 (proteina matriz del nucleo viral), proteina del canal i6nico (M2), NS2
(proteina transportadora), PA, PB1, PB1-F2 y PB2 (polimerasas y retrotranscriptasas). A
diferencia de otros virus RNA que utilizan la maquinaria celular para su retrotranscipcion y
posterior copia, como los retrovirus, los virus de la Gripe poseen todas las enzimas necesarias
para llevar a cabo una replicacion eficiente de su material genético dentro de la célula
huésped, llevando a cabo la infeccién para poder llevar a cabo la replicacion en un entorno
controlado.

Las dos principales proteinas que poseen importancia tanto clinica (por su funcion),
como epidemioldgica (por su evolucién), son la Hemaglutinina y la Neuraminidasa. Estas dos
proteinas de superficie se encuentran en una proporcion variable dispuestas en la bicapa
lipidica y son vitales a la hora de ensamblar y desensamblar el virus con la envuelta celular del
huésped. Por su parte, la hemaglutinina es la encargada del reconocimiento celular por parte
del virus para su ingreso dentro de la célula huésped y la descarga del material genético. En la
actualidad existen 16 hemaglutininas distintas que poseen la habilidad de infectar a distintos
grupos taxonémicos animales. La hemaglutinina se sintetiza en forma de mondmero
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denominandose HAO, escindiéndose posteriormente en dos subcomponentes, donde HA1 se
dispondra en la cabeza globular de la proteina, siendo esta la particula con mas capacidad
inmunogénica de la hemaglutinina, y HA2 que sera la seccién del tallo que se anclara a la
envuelta lipidica™. Esta disposicion es muy relevante y juega un papel muy importante en la
inmunogenia derivada del virus y de los procesos de reactividad cruzada que tienen lugar entre
las distintas cepas (Figura 2)*.

Negative-
ssRINA
M2

MI

NA
MNP

HA

Figura 2. Estructura molecular de un virus de la Gripe tipo.

Por otra parte, la Neuraminidasa juega un papel muy relevante en la escision del virus
de la envuelta celular de la célula infectada en el momento de liberacion del virion, catalizando
el acido sialico de las proteinas celulares que poseen este compuesto. La variabilidad en el
numero de variantes de la NA es mucho menor, encontrandose actualmente en circulacion al
menos 9 neuraminidasas distintas. En la clinica, la neuraminidasa posee una especial
importancia en la generacion de resistencias a farmacos antivirales de primera linea.

Dentro del resto de proteinas celulares que posee el virus, la proteina M2 es relevante
también en los fenémenos de ensamblaje y estabilizacion del virion'?. Ademas esta proteina
posee una especial trascendencia en el diagndstico microbiolégico puesto que, debido a su
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estructura altamente conservada en todos los virus de Gripe A, es un elemento diana para la
deteccion de Gripe A mediante técnicas de RT-PCR.

Sintomas y signos

El comienzo de la etapa sintomatica de la enfermedad es de tipo subito
posteriormente a 1-2 dias de incubacion. Cursa cominmente con escalofrios, fiebre alta,
mialgias, cefalea, dolor ocular, tos no productiva, odinofagia y rinorrea. La duraciéon en
pacientes inmunocompetentes no suele alargarse mas de 7 dias, aunque los sintomas de
convalecencia tales como astenia, malestar general y tos pueden durar hasta 2 semanas.
Algunos de los casos son subclinicos y no presentan sintomas relevantes, incluso pudiéndose
confundir con un resfriado comdn.

En el caso de Gripe grave, las complicaciones mas frecuentes son neumonias primarias
por infeccion gripal, neumonias secundarias asociadas a bacterias’®* ', complicaciones
derivadas de episodios de exacerbacion de EPOC™ y de asma'®, u otros menos comunes como
el Sindrome de Reye y encefalitis'’. Es de especial relevancia también el efecto que posee la
gripe en pacientes inmunodeprimidos, sobre todo como vehiculos de periodos de larga
excrecion viral y como fuente de mutaciones debido a la gran actividad replicativa.

La transmision del virus de la Gripe es de forma inter-personal a través del contacto
con secreciones respiratorias infectadas, como pueden ser aerosoles de particulas de gran
tamario®*.

Epidemiologia

Los virus de la Gripe generalmente poseen un comportamiento epidémico estacional
cuyos picos de incidencia méxima en nuestra latitud se restringen entre los meses de Enero a
Abril. Por lo general, las cepas de Gripe A suelen producir epidemias anuales donde puede
existir una o varias variantes circulando. Sin embargo, la irrupcién de nuevas cepas originarias
de procesos de origen pandémico puede alterar esta dindmica general, como ocurrié durante
el afio 2009 con la aparicion de la nueva variante de gripa pandémica H1IN1pdmO09. Esta
generacion de una nueva variante puede acontecer con la eliminacion o desplazamiento de
cepas anteriores de caracteristicas antigénicas similares como ocurrié posteriormente a este
altimo evento pandémico, donde la antigua cepa HIN1 fue sustituida por la cepa pandémica
HIN1pdmO09.

En cuanto a la Gripe B, generalmente causa episodios epidémicos cada 2 o 3 afios
donde puede ser el principal protagonista, aunque generalmente encontrandose en compafiia
de otras cepas de Gripe A en circulacion. En ningln caso pueden producir pandemias. Por su
parte, la Gripe C no causa epidemias y sus casos son esporadicos, no presentandose en todas
las temporadas.
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El periodo de vigilancia epidemiolégica se extiende desde la semana 40 de un afio
hasta la semana 20 del siguiente (generalmente primera semana de Octubre hasta la cuarta
semana de Mayo). La vigilancia epidemioldgica en Castilla y Ledn se realiza a través de una Red
Centinela de Vigilancia Epidemioldgica (RCVECyL) que posee una red de médicos de atencién
primaria que ante un caso sospechoso de Gripe remiten muestras respiratorias en forma de
frotis faringeo al centro de referencia, en este caso el Servicio de Microbiologia e Inmunologia
del Hospital Clinico Universitario de Valladolid. Posteriormente, el flujo de trabajo comenzara
con un subtipado e identificacién de las muestras y la posterior remisién de estas al Centro
Nacional de Gripe de Valladolid para su cultivo y caracterizacién por técnicas clasicas como el
ensayo de Inhibicién de hemaglutinacion.

El periodo epidémico normalmente comienza de forma brusca después de un periodo
previo mas 0 menos largo donde se detectan casos esporadicos de Gripe. La duracion de este
pico suele ser de aproximadamente 5-6 semanas, alcanzando el valor maximo en torno a la
segunda o tercera semana®.

La curva de prevalencia de Gripe por edades dibuja un tipico patron en forma de U,
donde existe dos picos maximos de incidencia en las edades mas tempranas de la vida de un
individuo (edad infantil) y en los individuos mayores de 60-65 afios. Aun siendo estas dos
etapas las que mas prevalencia poseen, el virus de la Gripe ataca fundamentalmente a nifios,
debido principalmente a la ausencia de inmunidad adquirida mediante vacunaciones o
mediante infecciones naturales causado por la corta edad de estos pacientes. Sin embargo, la
mortalidad es mucho mayor en pacientes ancianos, debido a las complicaciones derivadas de
un sistema inmunoldgico senescente y al estado de salud general de estos individuos.

Métodos de diagnostico

En la actualidad existe una amplia gama de técnicas para el diagndstico del virus de la
gripe. En la mayoria de los laboratorios de diagndstico clinico, la técnica de eleccion es el
diagnéstico molecular mediante RT-PCR, que mediante un paso de retrotranscripcion y una
amplificacion posterior va a permitir la deteccion de cantidades muy pequefias de material
genético del virus desde una muestra directa y en un espacio relativamente corto de tiempo
(5-6 horas). Para este fin existen diferentes plataformas con tecnologias diferentes a la hora de
detectar el material genético.

En la virologia clasica de Gripe se incluyen técnicas de cultivo celular que son mucho
mas antiguas pero que actualmente se siguen realizando en el laboratorio de microbiologia
como herramienta diagndstica para la deteccién de virus gripales. El cultivo celular es una
técnica mucho menos sofisticada pero que permite también tener una amplia gama de
resultados que no puede ofrecer la PCR. En el cultivo celular vamos a permitir al virus que se
encuentre en la muestra clinica infectar lineas celulares preestablecidas, que haran crecer el
numero de viriones para permitir que el virus sea detectable, y posteriormente seran tefiidos
con anticuerpos monoclonales fluorescentes para su deteccion a través de un microscopio de
fluorescencia. Estos cultivos celulares a su vez nos permiten aumentar la carga viral y
posteriormente recuperar cepas que pueden servir en un futuro para el diagnéstico mas
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pormenorizado o incluso para la inclusion en las vacunas estacionales de los virus que han
circulado en una temporada.

Como anexo al cultivo celular se encuentran las técnicas de Inhibicion de
hemaglutinacién, que son técnicas que utilizando la capacidad hemaglutinante de la proteina
hemaglutinina del virus, van a permitir detectar y cuantificar el virus de la gripe usando
hematies de diferentes especies animales como sustrato. Pese a ser una técnica muy antigua®,
en la actualidad se usa para el control epidemiolégico en los Centros Nacionales de Gripe a
nivel internacional.

Todas las técnicas descritas anteriormente requieren de instalaciones de bioseguridad
de Clase Il, con campanas de flujo laminar, a excepcion de si el trabajo se realiza con cepas
altamente patogénicas como virus de la Gripe aviar HSN1 donde se necesitan instalaciones de
bioseguridad de Clase Il y/o de Clase IV.

Por Ultimo, las técnicas de identificacion rapida se usan comunmente a nivel
ambulatorio o en hospitales de pequefia categoria que no dispongan de instalaciones para
realizar las técnicas anteriormente mencionadas. Estas técnicas de inmunocromatografia se
realizan con reactivos comerciales preparados que permiten una rapida aproximacion al
resultado, aunque en algunos casos con escasa fiabilidad ofreciendo falsos negativos, y por lo
tanto la mayoria de las veces requiriendo una certificacion posterior con alguna otra técnica de
referencia.

Virus de caracter pandémico

En la actualidad existen un gran nimero de cepas de Gripe que poseen potencial
pandémico. Las aves en estado salvaje son un gran reservorio para un gran nimero de virus de
la Gripe, ademés de que se encuentran también en otras especies animales. Algunas de los
virus que actualmente producen brotes localizados son cepas de H5, H7 y H9
fundamentalmente. Sin embargo, se baraja la posibilidad de que virus que causaron
pandemias historicas, como el H2N2 en 1957 (Pandemia de Gripe Asiatica), puedan volver a
causar otro episodio si volvieran a emerger”.

El contacto del ser humano con especies aviares debido a la actividad comercial e
industrial es un foco continuo que puede preceder a la generacién de un virus con capacidad
de replicarse con eficacia entre humanos. Los actuales virus de origen aviar no poseen la
habilidad de transmitirse con eficacia entre distintos individuos humanos debido a que la
distancia filogenética entre ambos grupos animales no permite una adhesion eficiente de las
hemaglutininas aviares a los receptores de acido sialico presentes en la superficie de los
neumocitos y de las células del tracto respiratorio superior de la especie humana. Se da por
tanto una transmision inter-especifica muy localizada que da lugar a brotes, los cuales sobre
todo ocurren en paises muy poblados y con alta tradicién ganadera en la cria de aves, con
transmision inter-humana muy localizada y débil en ciertos clusters de poblacion®.

Debido a la continua deriva genética que sufren los virus de la Gripe, el contacto
continuo con los seres humanos de estos virus pandémicos con inefectividad limitada en

15



conlleva un gran riesgo de mutacion y recombinacion que pueda hacer surgir una variante
nueva gue posea una transmision efectiva inter-humana.

En este sentido, el virus de la Gripe Aviar H5N1 es el que actualmente presenta mas
riesgo para la poblacién debido a que es un virus altamente patogénico. Este virus presenta
una alta tasa de letalidad y de generacion de casos graves en la poblacion infectada, incluso
superior a los registrados durante la Gripe de 1918°> % %", con una letalidad que asciende al
59% en los casos documentados®.

Los sintomas més comunes en los primeros estadios de la infeccion por el virus H5N1
son fiebre, tos y disnea, presentandose en los casos mas graves sindrome de distress
respiratorio y fallo respiratorio?”” % La gravedad de la infeccién por HSN1 parece proceder de
una respuesta altamente exacerbada de la respuesta inmunolégica del individuo. H5N1 induce
una respuesta de generacién de alta concentracién de citoquinas y quimiocinas por parte de
las células endoteliales, asi como en los macrofagos y células dendriticas. Esta induccion
exacerbada de citoquinas y quimiocinas, ademas de la capacidad de este virus por inhibir otras
caracteristicas de la respuesta innata en los diferentes estadios de la infeccion, son los
responsables del fallo del sistema inmune en el control del virus con el subsecuente dafio
tisular derivado de la tormenta de sustancias pro-inflamatorias®.

Es por esta razon que los virus como el de la Gripe Aviar HSN1 han de ser vigilados y
monitorizados para disefiar estrategias que permitan una actuacion rapida ante una eventual
diseminacion de tipo pandémica. Debido a los antecedentes antes descritos en cuanto a su
gravedad y alta tasa de letalidad, es conveniente realizar estudios de proteccion de la
poblacion que permitan comprobar el estado de inmunidad previa que posean los habitantes
de distintos paises.

Inmunidad cruzada

La similitud entre estructuras proteicas con capacidad antigénica en los virus de la
Gripe puede, en ciertos casos, generar respuestas protectoras en individuos que nunca han
sido expuestos a un subtipo concreto. Este fendmeno se denomina inmunidad cruzada y
proviene de la comparticién de epitopos especificos entre distintas subespecies. Las regiones
altamente conservadas en la escala filogenética de un microorganismo pueden generar
anticuerpos capaces de neutralizar la accion del patdgeno, lo que puede ser muy importante
para la proteccion de la poblacion.

Es por tanto evidente que la via de generacion de inmunidad cruzada por parte de la
poblacion es el contacto directo con cepas que posean relaciones estrechas de tipo
filogenético con otras cepas. En este sentido, las dos vias existentes mediante las cuales el
mecanismo de la inmunidad cruzada puede funcionar son las infecciones naturales y las
vacunaciones anuales. En ambos casos, el individuo entra en contacto con el microorganismo,
permitiendo al sistema inmune reconocerlo y generar una respuesta adaptativa de generacion
de anticuerpos. En el caso de que este subtipo 0 cepa posea una secuencia aminoacidica
similar a la de otro subtipo emparentado filogenéticamente, se puede dar la opcién de que el
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anticuerpo generado pueda tener capacidad de reconocer ambas cepas con una sola
inmunizacion.

El fendbmeno de inmunidad cruzada ha sido descrito relacionado con varias cepas de
Gripe, como por ejemplo la reactividad existente entre la cepa pandémica HIN1pdmO09 en
poblacion adulta y anciana, sobre todo en poblacion nacida antes de 1930, la cual estuvo
expuesta al virus de la Gripe de 1918*. Esta exposicion a cepas que ya no circulan actualmente
ha provocado en este estrato de poblacién una proteccion extra que no ha sido registrada en
los individuos jovenes-adultos y nifios.

El efecto de la inmunidad cruzada es muy relevante en cuanto a la epidemiologia de las
infecciones de Gripe en la poblacion. La evaluacion del estado de inmunizacion frente a cepas
de caracter pandémico como la anteriormente descrita H5N1 se antoja especialmente
relevante, sobre todo en poblaciones donde nunca ha circulado este virus entre la poblacion
humana, para conocer y disefiar estrategias que permitan la anticipacion ante un evento
pandémico con el fin de disminuir el impacto de este tipo de virus en la sociedad.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis

La poblacion mayor de 65 afios de Castilla y Le6n posee anticuerpos capaces de
interactuar especificamente con el virus de la gripe aviar HSN1 o con antigenos recombinantes
del mismo, demostrando cierto nivel de proteccion seroldgica ante una eventual pandemia por
esta cepa. Esta seroproteccion deriva directamente de la exposicion prolongada y reiterada del

individuo a las cepas endémicas del virus de la gripe circulantes en Espafia, ademas de a la
vacunacion anual antigripal.

Por otra parte, la vacunacion de pacientes mayores de 65 afios usando la vacuna
antigripal anual posee diferencias observables en la eficacia y rango de accion en funcion de la
cepay de la temporada en la que se haya administrado.

Objetivos

El objetivo del presente proyecto engloba la evaluacion del estatus seroldgico de
personas mayores de 65 afios en las que se ha supuesto un mayor tiempo de interaccion con
los virus gripales humanos durante su vida. Para ello se abordaran los siguientes objetivos
secundarios:

1- Evaluacion descriptiva de la efectividad de la vacunacion en la generacion de una
respuesta seroprotectiva en poblacion mayor de 65 afios durante las temporadas
2006-2007, 2008-2009, 2009-2010y 2010-2011.

2- Evaluacion descriptiva de la eficacia de la vacunacion en funcion de la cepa utilizada y
de las caracteristicas en el tipo de circulacion epidémica de cada una.

3- Evaluacion del grado de seroproteccion contra diferentes cepas de gripe estacionales
en poblacion mayor de 65 afios.

4- Evaluacioén de la existencia de reactividad cruzada frente al virus de la gripe aviar H5N1

mediante la evaluacién de la presencia de anticuerpos capaces de reconocer
especificamente la hemaglutinina recombinante glicosilada del virus aviar.
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Materiales y métodos

-Materiales-

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio observacional y analitico retrospectivo en sujetos mayores de 65
que participaron en la campafia de vacunacién de las temporadas 2006-2007, 2008-2009,
2009-2010 y 2010-2011, incluidos en el Programa de Vigilancia de la Gripe de Castilla'y Ledn.
Cada temporada, la Red de Médicos Centinela de Castilla y Le6n remitié una muestra de suero
pre y post vacunal a la Seccion de Epidemiologia del Servicio Territorial de Sanidad y Bienestar
Social de la Junta de Castilla y Ledn, junto con la informacion epidemioldgica del individuo
seleccionado.

Una vez finalizado el periodo de recogida de muestras, tanto los sueros como la
informacion asociada a los mismos se enviaron al Centro Nacional de Gripe de la facultad de
Medicina de la Universidad de Valladolid (Valladolid NIC) para su etiquetado, almacenamiento
y posterior analisis.

Recopilacion de datos epidemioldgicos

La informacién de los sueros a su llegada fue almacenada en una base de datos Excel
donde se recogieron los datos referente a:

- Temporada

- Numero correlativo de suero pre-vacunal y post-vacunal
- Nombre y Apellidos del paciente

- Edad

- Sexo

- Fecha de extraccion de los sueros pre-vacunal y post-vacunal
- Antecedentes clinicos de relevancia

- Fechavacunacion

- Tipo de vacuna

- Lote de lavacuna

- NOmero SS

Almacenamiento y conservacion de las muestras

El almacenamiento de los sueros se realizd en arcones congeladores de -20°C en
gradillas de plastico numeradas con la temporada de gripe y con un nimero correlativo a la
capacidad de cada gradilla. Cada suero es guardado en un tubo plastico con tapén y codificado
segun la temporada a la que perteneciera y el nimero correlativo a la llegada al NIC. Para la
conservacion no se utilizo ninglin agente conservante.
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Criterios de inclusion

De todas las muestras recibidas durante las diferentes temporadas, Unicamente se
analizaron aquellos sujetos mayores de 65 que hubieran sido vacunados de la gripe al menos
unavez en lavida.

La temporada 2007-2008 fue excluida del estudio por el mal estado de conservacién
en el que se encontraron las muestras.

Para este estudio epidemioldgico se seleccionaron un total de 178 sueros de pacientes
mayores de 65 afios, en los que hubieran transcurrido al menos 28 dias desde la
administracion de la vacuna hasta la extraccién del suero post-vacunal. Este nimero de
muestras se ha considerado suficiente para un estudio epidemiol6gico de este tipo ya que
permite realizar una aproximacion veraz de la realidad poblacional de Castilla y Ledn.

Stock de virus y antigenos

Para la realizaciéon de las encuestas seroldgicas de inmunoproteccion se han utilizado los
virus estacionales endémicos del territorio espafiol, y por otra parte el virus H5N1 de la gripe
aviar para la evaluacién de la presencia del fendmeno de reactividad cruzada frente a cepas no
circulantes. En el primer caso, los virus de la gripe estacionales endémicos han sido adquiridos
mediante el envio anual del panel de subtipaje de gripe estacional que anualmente remite la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a los organismos inscritos a su sistema de vigilancia
epidemioldgica de Gripe como los Centros Nacionales de Gripe. Para este cometido se
utilizaron las siguientes cepas:

- A/Florida/7/2009 — HIN1pdm09

- A/Brisbane/59/2007 — Antigua cepa H1N1

- A/Victoria/361/2011 — H3N2

- B/Brisbane/60/2008 — Gripe B linaje Victoria

- B/Wisconsin/1/2010 - Gripe B linaje Yamagata

Todos los viales utilizados han sido inoculados y crecidos en cultivo celular y
posteriormente aislados con un titulo aceptable para su uso. El almacenamiento de todas estas
cepas se realizd en su vial original en ultracongeladores de -80°C para una correcta
conservacion del RNA 'y estructura viral.

Por su parte, dada la ausencia de un sistema BSL-3 en las instalaciones del Centro Nacional
de Gripe de Valladolid, no fue permitido el uso de virus vivo HS5N1 de gripe aviar por razones
de bioseguridad. Se buscé como alternativa la utilizacion de antigeno recombinante para la
valoracion de la inmunidad cruzada. Se adquirid proteina hemaglutinina recombinante
glicosilada de H5N1 de la cepa A/Vietnam/1204/2004 (Protein Sciences), producida en
baculovirus. Esta hemaglutinina comercial posee un peso molecular alrededor de los
72.000kDa y se encontraba purificada en un 90%, preservando asi su actividad biol6gica y su
estructura terciaria®. Este reactivo fue almacenado a 4°C para su utilizacion y conservacion.
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Vacunas utilizadas

La vacunacion de los pacientes se realiz6 en el centro de salud correspondiente o en el
centro geriatrico al que pertenecieran. Debido a criterios de edad, esta cohorte era un grupo
de poblacion de riesgo. Las vacunas utilizadas variaron en funcién de la temporada:

Temporada 2006-2007

A/New Caledonia/20/99 (Antigua HIN1)-like virus
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)-like virus
B/Malaysia/2506/2004 (B Yamagata)-like virus

- Temporada 2008-2009

A/Brisbane/59/2007 (Antigua HIN1)-like virus
A/Brisbane/10/2007 (H3N2)-like virus
B/Brisbane/60/2008 (B Victoria)-like virus

- Temporada 2009-2010

A/California/7/2009 (HIN1pdmQ9)
A/Perth/16/2009 (H3N2)-like virus
B/Brisbane/60/2008 (B Victoria)-like virus

- Temporada 2010-2011

A/California/07/2009 (HIN1pdm09)-like virus
A/Victoria/210/2009) (H3N2)-like virus

B/Brisbane/60/2008 (B Victoria)-like virus
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-Métodos-

El estudio de inmunidad cruzada se realiz6 en dos tiempos. En el primero se realizaron
técnicas de inhibicion de hemaglutinacién utilizando los sueros de los pacientes testando la
presencia de anticuerpos frente a cepas de Gripe de caracter endémico estacional. Una vez
conocidos estos valores, estos mismos ensayos (descritos a continuacion) se realizaron
utilizando la proteina recombinante glicosilada de H5N1 adquirida para comprobar el estado
de inmunidad frente a este agente patdgeno.

Fundamento del ensayo de Inhibicién de Hemaglutinacién

Para la deteccidn de anticuerpos circulantes en sangre se ha utilizado una técnica de
evaluacion de proteccion serolégica denominada Inhibicién de hemaglutinacion (HI)* *. Esta
técnica deriva de la propiedad que posee la proteina hemaglutinina del virus de la gripe de
aglutinar los hematies de la sangre de ciertas especies animales formando una malla que
puede ser valorada por visualizacién directa. La union de anticuerpos especificos a los virus de
la gripe interferira en el enlace de estos con los receptores de superficie de los eritrocitos y se
producira el efecto llamado Inhibicion de Hemaglutinacion.

Esta técnica clasica, se ha elegido debido a la alta resolucion que posee y a la cantidad
de informacién que suministra a expensas de su bajo coste de realizacion. La valoracion directa
mediante HI nos puede permitir conocer el estado de inmunocompetencia de un individuo con
respecto a la Gripe. Ademas, esta técnica es muy utilizada para valorar la efectividad de la
vacunacion estacional de la gripe por seroconversion utilizando los sueros post-vacunales de
individuos vacunados.

La visualizacion y valoracién del ensayo de HI se realiza utilizando placas de
microtitulacion con fondo “V”. La hemaglutinacion positiva (presencia de virus pero no de
anticuerpos) se observard como una malla de color rojo que cubrira todo el pocillo. Por su
parte, en caso de existir inhibicion de la hemaglutinacion, se observard un deposito de
hematies en el fondo del pocillo debido a la accién neutralizante de los anticuerpos que son
capaces de reconocer los antigenos utilizados. Ya que en estos ensayos se realizan diluciones
seriadas de los sueros, podremos conocer cudl es el nivel preciso de anticuerpos posee un
individuo y por tanto con qué nivel de proteccion serolégica cuenta.

Lavado y preparacién de la sangre para su uso

Para este experimento se ha utilizado sangre de gallinas alojadas en el animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid. La extraccién de sangre se realiz6 por via
intracardiaca extrayendo un volumen total de 10ml, utilizando al menos tres animales con el
fin de evitar posibles defectos genéticos y patolédgicos de la sangre de cada individuo. La
sangre fue filtrada a través de una gasa estéril y diluida a razon de 1:30 en solucion
anticoagulante Alsever. La sangre se utiliz posteriormente tanto para la adsorcion previa de
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los sueros como para la titulacién de antigenos y el ensayo de HI. El proceso de lavado para
ambos usos es idéntico y solo se diferencia en la dilucién final.

La sangre filtrada y diluida en solucion Alsever fue centrifugada durante 10 minutos a
2500 rpm, para posteriormente eliminar la capa de leucocitos que se deposita encima de los
eritrocitos (buffy coat). El primer lavado se realizé con Cloruro Sodico con una centrifugacion
posterior durante 10 minutos a 2500 rpm. Los siguientes lavados se realizaron utilizando PBS
hasta observar la ausencia de leucocitos.

Para la adsorcién de los sueros se utilizaron eritrocitos diluidos al 50% en PBS. En el
caso de la sangre utilizada para la titulacion de antigenos y el ensayo de HI, los hematies
fueron diluidos hasta una concentracién final de 0,5% en PBS. Para ello se realizd un
hematocrito y se diluy6 la sangre en funcion de la cantidad necesaria para la reaccion.

Debido a que los eritrocitos de ave son células nucleadas, la velocidad de
sedimentacién es menor que en el caso de los mamiferos ya que estos no poseen nucleo. Es
por eso que los tiempos de incubacion se reducen a la mitad en comparacién con la utilizacién
de sangre humana o de cobaya para los ensayos de HI y para la titulacion de los antigenos. En
el caso de la titulacion y ensayo de HI con sangre de gallina el tiempo de incubacion sera de 30
minutos, al contrario de en el caso de sangre de mamifero donde el tiempo ascendera hasta
los 60 minutos.

Eliminacién de inhibidores inespecificos en sangre

Debido a la presencia en sangre de inhibidores inespecificos de la actividad
hemaglutinante del virus de la gripe del tipo a (inhibidores estables a la temperatura, RDE
sensibles), B (inhibidores sensibles a la temperatura, RDE resistentes) & y (inhibidores estables
a la temperatura, RDE sensibles), la utilizacion de sueros requiere un paso previo de
inactivacion fisico-quimico®” *. Para este cometido se utilizé RDE (Receptor Destroying Enzime
— Denka Seiken) extraido del sobrenadante de cultivo de Vibrio cholerae Ogawa type 588. Se
diluyeron 100 pl de cada suero en 300 pl de RDE hasta alcanzar una disolucion de suero en
RDE a razéon de 1:4, manteniendo estos durante 17 horas a 37°C para inactivar por
temperatura y por accion del RDE todos los inhibidores inespecificos. Posteriormene, se realizo
una incubacion mas a 56°C durante 30 minutos para inactivar el RDE. Mas tarde, se afiadieron
600 pl de PBS para obtener una dilucion final del suero de 1:10. Por Gltimo, se afiadieron 100
ul de hematies al 50% para realizar la adsorcion previa, centrifugdndose 10 minutos a 2500
rpm. Se recogio el sobrenadante de cada suero y se almacen6 en tubos eppendorf etiquetados
hasta su utilizacion en congeladores de -20°C.

Titulacién de las cepas de Gripe

Para la realizacion correcta de la dilucion de los antigenos para obtener 4 unidades
hemaglutinantes, se realizaron ensayos de titulacion con cada cepa utilizada. Para la titulacién
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se realizaron tres diluciones previas de cada antigeno (1/10/, 1/50 y 1/100) que fueron
utilizadas por duplicado en la titulacion.

Para su realizacion, se dispuso de placas de microtitulacién de 96 pocillos con fondo
“V, donde se dispensaron 50 ul de PBS en todos los pocillos de la placas excepto en la primera
columna. Posteriormente, se afiadieron 50 pl del antigeno diluido en el primer y segundo
pocillo de cada fila, realizandose después diluciones seriadas de 50 pl desde el segundo pocillo,
descartando el volumen final. Se afiadieron después 50 pl de hematies al 0,5% y se dejaron
incubar por espacio de 30 minutos.

La lectura de las placas de titulacion una vez transcurrido el tiempo de incubacién se
ha de realizar al instante e inclinando la placa a 70° sobre una superficie luminosa. El titulo de
cada virus serd el ultimo en el que se haya visualizado hemaglutinacion completa.

Una vez obtenido el titulo de cada dilucion por duplicado, se debe obtener la media
de todos los datos para comprobar la titulacion real Unica del antigeno. Para ello se realiz6 una
media aritmética sumando todos los valores obtenidos y dividiéndolos por el nimero total de
observaciones. El nimero obtenido sera el valor real de nuestra titulacion, que al dividirlo
entre cuatro permitird obtener el valor de las cuatro unidades hemaglutinantes necesarias
para realizar el experimento de inhibicion de hemaglutinacién. Una vez obtenido este valor, el
ensayo se repitié para comprobar el valor correcto de las 4 unidades hemaglutinantes.

Ensayo de Inhicibién de Hemaglutinacién (HI)

Mediante el ensayo de Inhibicion de hemaglutinacion se valoré la presencia,
cuantificacion y significacion clinica de anticuerpos en sangre capaces de reconocer
especificamente distintos antigenos de Gripe. Como se ha comentado anteriormente, dado
que el virus de la gripe posee la habilidad de hemaglutinar los hematies formando una malla, la
presencia de anticuerpos capaces de reconocer especificamente virus de la gripe e impedir su
accion provocara un efecto de inhibicién, denominado “inhibicion de la hemaglutinacion”, que
no es mas que la accion neutralizante innata que poseen estas estructuras del sistema
inmunoldgico. La presencia de anticuerpos se visualizard por tanto como una ausencia de
hemaglutinacién idéntica a la que ocurre en la titulacién pero con diferente significado clinico.
En ausencia de virus capaz de provocar hemaglutinacion debido a la accion neutralizante de
laos anticuerpos, los hematies caeran en el fondo del pocillo y daran una tipica apariencia en
forma de bot6n o punto

Para la reaccién de inhibicién de hemaglutinacion, se afiadieron 50 pl de PBS a todos
los pocillos de las placas de 96 pocillos en “V” excepto en la segunda columna. Posteriormente
se afiadieron 50 ul del suero tratado en las columnas 1, 2 y 3, para después realizar diluciones
seriadas de 50 pl desde la columna nimero 3, descartando el volumen final. Posteriormente se
afladieron 50 ul de cada antigeno diluido en todos los pocillos excepto en la primera columna
(control de suero), dejando incubar durante 1 hora. Después de este paso, se afiadieron 50 pl
de hematies al 0,5% en todos los pocillos y se incub6 durante 30 minutos. Para este ensayo de
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dispuso la utilizacion de controles de suero (Suero + PBS) y controles negativos (PBS +
hematies).

La lectura se realiz6 posteriormente a esta Ultima incubacién. El titulo inhibitorio se
corresponde con el tltimo valor en el que se observa inhibicion de hemaglutinacion completa.

Interpretacién de datos

En el analisis e interpretacion de los datos se han utilizado los datos obtenidos
mediante los ensayos de HI para realizar comparaciones intra-estacionales e inter-
estacionales, con el fin de conocer las diferencias en el comportamiento de cada cepa en la
inmunidad generada a través de la vacunacion. Asi mismo, se evalud la evolucion de la
inmunidad de las muestras utilizadas a lo largo de los periodos estudiados.

Para la interpretacion estadistica descriptiva de los datos se ha utilizado la plataforma
SPSS V.20. Por otra parte, se ha utilizado el programa Microsoft Office Excel 2007, tanto para
el célculo de los valores de las variables de seroproteccion y seroconversion, como para la
generacion de gréaficas y tablas presentes en este estudio. Por ultimo se utilizo el programa
Microsoft Office Word 2007 para la escritura del mismo.
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Resultados

Para el estudio realizado sobre una cohorte de pacientes mayores de 65 afios se
utilizaron 178 sueros almacenados en el Centro Nacional de Gripe de Valladolid, de
procedencia ambulatoria y de centros geriatricos, en los que en primer lugar se evalud la
capacidad de respuesta a la vacunaciéon frente a diferentes cepas de caracter endémico
estacional realizando ensayos de inhibicion de hemaglutinacién. En segundo lugar se valoro la
capacidad del sistema inmune de reconocer especificamente antigenos de cepas de virus de la
gripe de caracter pandémico del virus de la Gripe Aviar H5N1, sin circulacion registrada por el
territorio espafol.

Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los sueros

Los sueros analizados pertenecian a las temporadas gripales 2006-2007 (45), 2008-
2009 (45), 2009-2010 (43) y 2010-2011 (45), no pudiéndose utilizar los sueros de la temporada
2007-2008 debido a no poseer suficiente nimero de muestras para su uso. La media de edad
de los pacientes donantes en todo el periodo de estudio fue de 75,95 afios (SD 7,54), 74,71
afnos en la temporada 2006-2007 (SD 6,63), 79,28 afios en la temporada 2008-2009 (SD 7,98),
74,81 afos en la temporada 2009-2010 (SD 6,79) y 74,93 afios en la temporada 2010-2011 (SD
7,89). El porcentaje de varones fue del 42,7% en las cuatro temporadas de estudio,
correspondiendo el 64,4% (29) a la temporada 2006-2007, 46,7% (21) a la temporada 2008-
2009, 62,8% (27) a la temporada 2009-2010 y el 55,5% (25) en la temporada 2010-2011. El
numero medio de dias transcurridos entre la administracion de la vacuna y la toma del suero
post-vacunal fue de 33,81 dias (SD 7,81) en las cuatro temporadas del estudio, 31 dias (SD
2,61) en la temporada 2006-2007, 33 dias (SD 3,13) en la temporada 2008-2009, 39 dias (SD
14) en la temporada 2009-2010 y 32 dias (SD 2,06) en la temporada 2010-2011 (Tabla 1). La
vacuna mas utilizada durante este periodo fue Fluarix (GSK) con 79 dosis (44,4%), seguida por
Chiromas (Novartis) con 72 dosis (40,4%), Focetria (Novartis) con 16 dosis (9%), Aflu (GSK) con
10 dosis (5,6%) y Gripavac (Sanofi-Pasteur) con 1 dosis (0,6%).

Total periodo | 2006-2007 | 2008-2009 | 2009-2010 | 2010-2011
Nimerao 178 45 45 43 45
Edad 75,95 74,71 79,28 74,81 74,93
Sexo (% varones) 42,7 64,4 46,7 62,8 55,5
Dias Post-Vac 33,81 31 33 39 32

Tabla 1. Valores epidemiolégicos de los sueros utilizados.
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Evaluacion del estado de inmunidad de la poblacién frente a los virus de la Gripe

Debido a que la vacunacién antigripal estacional posee en su composicion virus de
caracter endémico que varian segun la temporada a la que nos enfrentemos, los sueros han
sido testados frente a las cepas seleccionadas para la vacuna de cada afio siguiendo la
temporada en la que han sido recogidos. Este andlisis permitira conocer el estado de
inmunidad que posee la poblacion previamente a la administracion de la vacuna y el estado
que adquiere a posteriori. En el caso de las cepas B/Florida/04/2006 y A/Florida/07/2009, el
numero de sueros analizados frente a ambas ha sido menor debido a que, en el primer caso,
anteriormente a la temporada 2008-2009 la asignacion de Gripe B a la vacuna fue
reiteradamente el linaje Victoria, y por tanto la inmunizacion no estaba registrada en estos
sueros. Por otra parte, en el caso de la gripe pandémica (A/Florida/07/2009), la aparicion en el
afio 2009 no ha permitido su andlisis con los sueros anteriores. El nimero total de sueros
analizados con cada cepa fueron los siguientes (Tabla 2):

Virus Cepa similar N2 Sueros
HIN1 Pandémico | AfCalifornia/07/2009 a8
Antiguo HIN1 AfBrishane/59/2007 178
H3N2 AfVictoria/361/2011 178
B Yamagata B/Wisconsin/1/2010 133
B Victoria B/Brisbane/60/2008 178

Tabla 2. Numero de sueros analizados para cada virus y la correspondiente cepa asimilada
representativa de cada linaje.

Gripe A

Cepa Old Seasonal HIN1 — A/Brisbane/59/2007-Like

De los 178 sueros analizados utilizando la cepa A/Brisbane/59/2007-like (antiguo HIN1
estacional), 71 (39,9%) poseian titulos seroprotectores antes de la vacunacion (titulos mayores
de 1/40). El numero de pacientes que poseian titulos seroprotectores después de la
administracion de la vacuna ascendié hasta un total de 130 individuos, lo que supone que el
porcentaje de seroprotegidos con respecto al total de sueros analizados fue del 73%. El
numero de pacientes que sufrieron una respuesta de generacion de anticuerpos hasta niveles
protectores fue de 59 individuos, lo que supone un porcentaje de proteccion asumible a la
accion de la vacuna del 33,1%. EI nGmero de pacientes que han cursado con seroconversion
posterior a la administracion de la vacuna (aumento en el titulo de anticuerpos de al menos 4
veces la titulacion inicial) fue de 60 individuos. El resto, 118 individuos, no lograron generar
seroconversion mediante la vacunacion. El porcentaje de individuos que seroconvirtieron fue
del 33,7% (Tabla 3).

8 individuos registraron titulaciones de 1/640 después de la administracion de la
vacuna, a excepcion de uno cuyo titulo pre-vacunal existente también era de 1/640.
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Cepa H3N2 — A/Victoria/361/2011 — Like

Del total de los 178 sueros analizados usando la cepa A/Victoria/361/2011-like (H3N2),
99 (55,6%) poseian anticuerpos con titulos seroprotectores antes de la vacunacién. El namero
de pacientes que mostraron titulos seroprotectivos después de la administracién de la vacuna
ascendié hasta un total de 162 individuos, lo que supone que el porcentaje de seroprotegidos
con respecto al total de sueros analizados es del 91%. El nimero de pacientes que generaron
una respuesta inmunolégica positiva hacia el desarrollo de anticuerpos hasta niveles
protectores fue de 63 individuos, lo que supone un porcentaje de proteccion asumible a la
accion de la vacuna del 35,4%. El numero de pacientes que han generaron seroconversion
posterior a la administracion de la vacuna fue de 101 individuos. El resto, 77 individuos, no
lograron generar seroconversion mediante la vacunacién. El porcentaje de individuos que
seroconvirtieron fue del 56,7% (Tabla 3).

32 individuos registraron titulaciones de hasta de 1/1280 (titulacion mas alta
registrable mediante esta técnica debido a su resolucion) después de la administracién de la
vacuna.

Cepa HIN1pdmOQ9 — A/California/07/2009-Like

De un total de 88 sueros analizados en las temporadas 2009-2010 y 2010-2011 usando
la cepa A/California/07/2009-like (HIN1pdm09), un total de 20 pacientes (22,7%) poseian
anticuerpos con titulos seroprotectores antes de la administracion de la vacuna. Por otra
parte, el numero de pacientes que presentd seroproteccion con posterioridad a la
administracion de la vacuna fue de 57 (64,8%), obteniéndose posteriormente un 64,8% de
proteccién respecto del total de la poblacién después de la vacunacion. Esto supone que la
efectividad en la generacion de seroproteccion a través de la vacuna se dio en 37 individuos, y
por tanto la vacunacion promovio seroproteccion en el 42% de los pacientes. El nimero de
pacientes que generd seroconversion fue de 45 individuos. Por otra parte, 43 pacientes no
generaron seroconversion mediante la administracion de la vacuna antigripal. Esto supone que
la vacunacién promovié un porcentaje de seroconversion del 51,1% en el grupo de estudio
(Tabla 3).

9 individuos generaron respuestas que alcanzaron titulaciones de 1/1280 después de
la administracion de la vacuna, ademas de otro paciente cuyo titulo de anticuerpos pre-
inoculacion era también de 1/1280.

Gripe B

Linaje Yamagata — B/Wisconsin/1/2010-Like

De un total de 133 sueros analizados en las temporadas 2008-2009, 2009-2010 y 2010-
2011 utilizando la cepa B/Wisconsin/1/2010-like (linaje Yamagata de Gripe B), un total de 50
individuos (37,6%) poseian anticuerpos con titulos seroprotectores antes de la administracion
de la vacuna. Posteriormente a la administracion de la vacuna, el nimero de pacientes con
titulos seroprotectores fue de 72 (54,1%). El porcentaje de seroproteccién generado por la
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vacunacion anual fue del 16,5% (22 individuos). EI numero de pacientes que generd
seroconversion mediante la administracion de la vacuna fue de 21, mientras que el nUmero de
pacientes que no sufrieron seroconversion fue de 112, lo que supone que la vacunacion
estacional genera para el linaje Yamagata de Gripe B una seroconversion en el 15,8% de los
pacientes (Tabla 3).

Se han registrado dos pacientes con titulos iguales a 1/640, cuyos titulos anteriores
fueron menores, ademas de un paciente cuyo titulo post y pre vacunal fue de 1/1280.

Linaje Victoria — B/Brishane/60/2008-Like

De un total de 178 sueros analizados durante todas las temporadas estudiadas
utilizando la cepa B/Brisbane/60/2008-like (linaje Victoria de Gripe B), 75 pacientes (42,1%)
poseian titulos seroprotectores de anticuerpos antes de la vacunacion antigripal. Después de la
administracion de la vacuna, el nUmero de pacientes con titulos seroprotectores aumento
hasta los 113 (63,5%), por tanto el porcentaje de generacion de seroproteccién mediado por la
vacunacion es del 21,3% (38 individuos). EI nimero de pacientes que ha generado
seroconversion fue de 38, mientras que el nimero de pacientes que no sufrieron
seroconversion fue de 140, lo que supone que la vacunacion mediante el linaje Victoria de
Gripe B promovid seroproteccion en el 21,3% del grupo estudiado (Tabla 3).

Dos pacientes generaron respuestas inmunologicas con valores de 1/1280, aunque
estos dos individuos poseian titulos previos antes de la vacunacion de 1/640. Otros 10
pacientes generaron respuestas con titulos de 1/640, donde dos de ellos poseian titulos
previos idénticos

Seroconversion HiN1pdm0g Pre H1NT HaN2 Byamagsata Bvictoria

N® zueroz &3 178 178 133 178
FPre-protegidos 20 71 99 30 ()

% pre protegidos 227 399 856 KT 421
FPost-protegidos =T 130 162 T2 113

% post protegidos 648 73,0 91,0 541 63,5
FProtegidos por vacuna 37 29 63 22 36

% protegidos por vacuns 420 33,1 35,4 16,5 213
Seroconvertidos 45 &0 101 21 35
Mo seroconvertidos 43 & LE M2 140

% SEroconversion 311 337 55,7 15,8 213

Tabla 3. Andlisis de seroproteccion y seroconversion frente a la vacunacion en el periodo
estudiado
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Evaluacion de la respuesta inmunoldgica frente a la vacunacion antigripal por temporadas

La constante evolucién de los virus de la Gripe hacia nuevas variantes mediante
cambios antigénicos menores (Drift antigénico) y mayores (Shift antigénico) provoca que cada
afo las vacunas antigripales tengan que ser adecuadas a los nuevos linajes circulantes. Estos
cambios pueden generar respuestas diferenciales a la vacunacion en la poblacion en funcion
de la historia evolutiva de cada cepa o linaje, la repeticién consecutiva de una cepa en la
vacuna, la aparicién de nuevas cepas, o incluso la disolucion del efecto de inmunidad de
rebafio por la ausencia de un linaje durante un tiempo prolongado en la vacuna.

Al analizar cada cepa por separado durante los periodos de vigilancia epidemioldgica
estudiados se puede observar cual es la respuesta a la vacunacion de los individuos frente a un
determinado serotipo del virus y cuales son las causas de la variacion en la proteccion colectiva
de la poblacién. El estudio evolutivo de la proteccion de la poblacion se podra observar que
procesos son los responsables de los cambios en la inmunidad de los individuos.

Gripe A

Cepa Old Seasonal HIN1 — A/Brisbane/59/2007-Like

Para el analisis estacional por temporadas de la antigua cepa estacional HIN1 de Gripe
se han utilizando 45 sueros en cada temporada gripal exceptuando la temporada 2009-2010
donde se utilizaron Unicamente 43 (Tabla 4) (Figura 3).

Old HINT
Seroconversion 2008-2007 2008-2009 20058-20110 2010-2011
N® zueros 45 45 43 45
Pre-protegidos 23 13 10 25
% pre protegidos 1 289 23,3 55,6
Fost-protegidos 37 37 25 3
% post protegidos 82,2 82,2 28,1 689
Protegidoz por vacuna 14 24 15 ]
% protegidos por vacuna 31,1 53,3 34,9 13,3
Seroconvertidos 19 27 7 7
Mo seroconvertidos 28 18 36 35
26 SEMOCOMVErsion 422 60,0 16,3 15,6

Tabla 4. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacién anual
antrigripal frente al antiguo virus estacional HIN1.

Mediante el ensayo de Hl se ha podido observar un nivel de proteccion previa a la
vacunacion que se encuentra entre el 51,1 % en la temporada 2006-2007, desciende
progresivamente hasta los valores mas bajos en la temporada 2009-2010 con un 23,3% de pre-
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proteccién, ascendiendo de nuevo hasta el 55,6% en la temporada 2010-2011, y ofreciendo un
patrén de la evolucién de la proteccion previa a la vacunacion en forma de U.

70,0

- A

- // \

40,0 / \\ % pre protegidos

300 0 protegidos por vacuna
\ \ — % SEFOCONVETSION

20,0 \ :

10,0

0,0 T T T 1
2006-2007 2008-2008 2009-2010 2010-2011 Temporada

Figura 3. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al antiguo estacional virus HIN1.

El porcentaje de protegidos por la vacunacion es del 31,1% en la temporada 2006-
2007, 53,3% en la temporada 2008-2009, 34,9% en la temporada 2009-2010 y de 13,3% en la
temporada 2010-2011. Por su parte, el porcentaje de seroprotegidos por accion de la vacuna
es del 42,2% en la temporada 2006-2007, 60% en la temporada 2008-2009, 16,3% en la
temporada 2009-2010 y del 15,6% en la temporada 2010-2011.

Cepa H3N2 — A/Victoria/361/2011 — Like

En el andlisis estacional por temporadas de la inmunidad generada por la vacuna para
la cepa H3N2 se han utilizado 45 sueros en todas las temporadas estudiadas excepto en la
temporada 2009-2010, donde se han utilizado un total de 43 sueros (Tabla 5) (Figura 4).

Mediante el andlisis de inhibicion de hemaglutinacion se ha observado un nivel de
proteccion previo a la vacunacion en el 55,6 % de la poblacion estudiada en la temporada
2006-2007, un 40% en la temporada 2008-2009, un 51,2% en la temporada 2009-2010 y un
75,6% en la temporada 2010-2011. El porcentaje de pre-proteccién en la poblacion forma
también forma un patrén en U similar al observado con la cepa antigua HIN1 aunque menos
acentuado. Por su parte, el nivel de proteccion debido a la vacunaciéon se encuentra en un
37,8% en la temporada 2006-2007, 51,1% en la temporada 2008-2009, 32,6% en la temporada
2009-2010 y 20% en la temporada 2010-2011. La seroconversion sucede en el 64,4% de la
poblacion estudiada en la temporada 2006-2007, en el 77,8% en la temporada 2008-2009, en
el 30,2% en la temporada 2009-2010 y en el 28,9% en la temporada 2010-2011.
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H3N2

Seroconversion 2006-2007 2008-2005 2008-2010 2010-2011

N? sueros 45 45 43 45
Fre-protegidos 25 18 2 34

% pre protegidos 55,6 40,0 51,2 75,6
Post-protegidos 42 41 35 43

% post protegidos 93,3 91,1 37 956
Protegidos por vacuna 17 23 14 9

% protegidos por vacuna 37,8 511 32,6 20,0
Seroconvertidos 25 35 13 13
Mo seroconvertidos 18 10 30 32

% Seroconversion 64,4 778 30,2 259

Tabla 5. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacién anual antrigripal

frente al virus estacional H3N2.

N\

\

2006-2007 2008-2009 2009-2010

2010-2011

% pre protegidos
2 protegidos por vacuna

— % SEFOCONVETSION

Temporada

Figura 4. Evolucion temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual antrigripal

frente al virus estacional H3N2.

Cepa HIN1pdmOQ9 — A/California/07/2009-Like

En el caso de la cepa HIN1pdmQ9, solo se disponen de datos de las temporadas 2009-
2010y 2010-2011 debido a la ausencia de circulacion de este virus de tipo pandémico durante
las temporadas anteriormente estudiadas en las otras cepas (Tabla 6) (Figura 5).
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H1N1pdm09

Seroconversion 2008-2007 2008-2009 2009-2010 2010-2011

N® sueros 0 0 43 45
FPre-protegidos x x 5] 15

% pre protegidos X x 11,6 33,3
Posl-protegidos x x 14 43

% post protegidos x x 326 956
Protegidos por vacuna x * 5 28

% protegidos por vacuna X x 20,9 62,2
Seroconvertidos X * 9 35
MNo seroconvertidos x * 34 9
% SEroconversion X X 20,9 &0

Tabla 6. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual antrigripal
frente al virus pandémico HIN1pdmO09.

El porcentaje de poblacion protegida previa a la vacunacioén, y por tanto a la primo-
circulacion de este virus, fue del 11,6% en la temporada 2009-2010, ascendiendo hasta el
33,3% en la temporada siguiente (2010-2011). El porcentaje de protegidos por la vacunacion
durante el periodo pandémico de este virus fue del 20,9% y ascendi6 hasta el 62,2% en la
primera temporada en la que esta cepa circulaba por primera vez como virus de tipo
estacional. Por su parte, la seroconversion mediada por la vacunacion sucedio en la temporada
2009-2010 en el 20,9% de la poblacién estudiada y en el 80% en la temporada 2010-2011.
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/
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// % pre protegidos

// =t protegidos por vacuna

40,0

20,0

30,0 /// — 5 SR TOCONVETSION
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0,0

2009-2010

2010-2011 Temporada

Figura 5. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al virus pandémico HIN1pdmO9.
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Gripe B

Linaje Yamagata — B/Wisconsin/1/2010-Like

El analisis estacional de seroproteccion frente al linaje de Gripe B Yamagata se ha
realizado en un total de 45 sueros en las temporadas 2008-2009 y 2010-2011 y en 43 sueros en
la temporada 2009-2010. La temporada 2006-2007 ha sido excluida de este estudio debido a
ausencia de circulacion de dicho linaje durante ese periodo (Tabla 7) (Figura 6).

B Yamagata
Seroconversion 2008-2007 2008-2009 2009-2010 2010-2011

N? sueros 0 45 43 45
Pre-protegidos * 12 17 e

%6 pre protegidos X 26,7 39,5 46,7
Post-protegidos * 27 20 25

% post protegidos X 60,0 465 556
Prolegidos por vacuna x 15 3 4
% protegidos por vacuns b i 33,3 7,0 2,9
Seroconvertidos * 16 2 3
No zeroconvertidos * 25 41 42
% Seroconversion X 35,6 47 6,7

Tabla 7. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al virus de la Gripe B del linaje Yamagata.

50,0

45,0

35,0 \ -
25,0 c

20,0 \

15,0

10,0

50 \__ ——E-'-'-'::

0,0

2008-2009 2009-2010 2010-2011

=% pre protegidos
0 protegidos por vacuna

o— 0% R FOCONVErSION

Temporada

Figura 6. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al virus de la Gripe B del linaje Yamagata.

El nivel de pre-proteccion previo a la vacunacion es del 26,7% en la temporada 2008-
2009, 39,5% en la temporada 2009-2010 y un 46,7% en la temporada 2010-2011, siguiendo un
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patrén ascendente durante las Ultimas tres temporadas gripales. El porcentaje de proteccion
debido a la vacunacién antigripal anual fue del 33,3% en la temporada 2008-2009, 7% en la
temporada 2009-2010 y 8,9% en la temporada 2010-2011. Por su parte, el porcentaje de
seroproteccion debida a la vacunacion fue del 35,6% en la temporada 2008-2009, 4,7% en la
temporada 2009-2010 y del 6,7% en la temporada 2010-2011.

Linaje Victoria — B/Brishane/60/2008-Like

El andlisis estacional de seroproteccion frente al linaje Victoria de Gripe B se realizd en
45 sueros en cada temporada estudiada, exceptuando en la temporada 2009-2010 que se
realiz6 en 43 sueros.

El nivel de proteccion previa a la vacunacién fue del 31,1% durante la temporada 2006-
2007, 45% durante la temporada 2008-2009, 30,2% durante la temporada 2009-2010 y del
57,8% en la temporada 2010-2011, dando lugar a un patrén oscilante. La proteccion debida a
la vacunacion se dio en un 33,3% de la poblacion estudiada en la temporada 2006-2007, 13,3%
en la temporada 2008-2009, un 14% en la temporada 2009-2010 y un 24,4% en la temporada
2010-2011. Por su parte, la seroconversion debida a la vacunacion sucedio en el 35,6% de la
poblacion estudiada en la temporada 2006-2007, en el 8,9% en la temporada 2008-2009, en el
14% en la temporada 2009-2010 y en el 26,7% en la temporada 2010-2011 (Tabla 8) (Figura 7).

B Victoria
Seroconversion 2006-2007 2008-2005 2008-20110 2010-2011
N® zueros 45 45 43 45
FPre-protegidos 14 22 13 26
% pre protegidos M 439 30,2 57,8
FPost-protegidos prat] 28 19 37
% post protegidos 54 4 822 442 g22
Protegidos por vacuna 15 6 6 11
% profegidos por vacuna 333 13,3 14,0 24,4
Seroconvertidos 16 4 & 12
Mo seroconvertidos 25 41 37 33
% SEroConversion 35,6 2.9 14,0 26,7

Tabla 8. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al virus de la Gripe B del linaje Victoria.
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Figura 7. Evolucién temporal de la capacidad inmunogénica de la vacunacion anual
antrigripal frente al virus de la Gripe B del linaje Victoria.

Eficacia de la vacunacion

Para comprobar la eficacia de la vacunacién entre las diferentes cepas estudiadas y
debido a la disparidad de muestras utilizadas debido a los condicionantes anteriormente
expuestos, se procedio a la normalizacion y estandarizacion de los valores transformandolos
en porcentajes para su mejor manejo e interpretacion.

Al analizar los titulos de los sueros pre-vacunales, el porcentaje de las titulaciones mas
bajas (1/10, 1/20) representan entre el 25% y el 60% del total de los valores de titulacién de
cada cepa (Tabla 9) (Figura 8). El nimero o porcentaje de sueros decrece rapidamente a
medida que aumentan los valores de titulacion, registrandose valores en las titulaciones méas
altas de entre el 0% y el 3%. La cepa HIN1pdmQ9 posee el mayor valor de titulaciones bajas
(60,2%), decreciendo sus valores rapidamente al aumentar de titulacion.

Titulo H1N1pdm09 HIN1 H3N2 Byamagata | Bwictoria
1/10

1/20 17,0 27,5 13,7 15,8 13,7
1/40 12,5 174 18,0 19,5 16,3
1/80 5,7 10,7 21,3 12,8 16,3
1/160 2,3 9,0 4,5 3.8 4,5
1/320 11 2,2 5.6 0.8

1/640 06 |

1/1280 1,1 34 0.8

Tabla 9. Porcentaje de sueros con titulaciones pre-vacunales frente a las distintas cepas
analizadas.
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Figura 8. Porcentaje de sueros con titulaciones pre-vacunales frente a las distintas cepas
analizadas.

Por otra parte, al analizar las titulaciones de los sueros de pacientes ya vacunados con
la vacuna estacional, el porcentaje de titulos varia en funcion de la cepa frente a la que se haya
testado (Tabla 10) (Figura 9). En el caso de la cepa HIN1pdmQ9, los valores de titulacién mas
bajos siguen siendo los més representativos, aunque existe un aumento en el resto de indices
de titulacion. Este mismo evento ocurre de similar manera con los linajes de Gripe B Yamagata
y Victoria. Por el contrario, los mayores porcentajes en las cepas HIN1 y H3N2 se registran en
los indices de titulacién mas altas, quedando el resto de valores uniformemente distribuidos
entre el resto de titulaciones.

Titulo H1N1pdm09 Byamagata | Bvictoria

Tabla 10. Porcentaje de sueros con titulaciones post-vacunales frente a las distintas cepas
analizadas.
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Figura 9. Porcentaje de sueros con titulaciones post-vacunales frente a las distintas cepas
analizadas.

Evaluacion de la inmunidad cruzada frente al virus de la gripe aviar H5N1

Una vez conocido el estado de inmunidad previo de la poblacion seleccionada para
este estudio, se procedié al andlisis de la inmunidad existente frente a virus de caracter
pandémico como el virus de la Gripe Aviar H5N1, lo que nos va a permitir conocer si el estado
inmunoldgico de la poblacion puede repercutir en la generacién de una respuesta cruzada
frente a otras cepas no circulantes.

Para la realizacion del test de inhibiciobn de la hemaglutinacién con la proteina
recombinante glicosilada del virus de la gripe aviar H5N1, en primer lugar se realizé un ensayo
de titulacion de la proteina comercial con el fin de evaluar su actividad y su concentracién. Se
realizaron tres diluciones del antigeno por duplicado con el fin de englobar todos los posibles
titulos que pudiera ofrecer esta proteina (1/50, 1/100 y 1/1000). Los resultados obtenidos por
duplicado se exponen en la Tabla 11.

Posteriormente se realiz6 la media aritmética de todos los valores, obteniéndose un
valor de titulacion de 1/9066,7, que fue posteriormente transformado en 4 unidades
hemaglutinantes necesarias para poder trabajar en el ensayo de inhibicion de hemaglutinacién
dividiendo el valor obtenido por cuatro, obteniendo un valor de dilucion de 1/2666, que es la
dilucion a realizar para el ensayo de inhibicion de hemaglutinacion
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50 100 200 400 800 | 1600
Dilucion 100 200 400 00 1600 | 3200
1000 | 2000 | 4000 | 8000 | 16000 | 32000
1/50 - + + + + +
1/50 + + + + + +
1/100 + + + + + +
1/100 - + + + + +
1/1000 + + + - ] - - i
1/1000 + + + - - - _ .

Tabla 11. Resultados de la titulacién doble de la proteina recombinante glicosilada del virus de
la gripe aviar H5N1.

De los 178 sueros analizados, 6 (3,4%) resultaron positivos para la presencia de
anticuerpos capaces de reconocer especificamente el antigeno recombinante glicosilado de
gripe aviar H5N1. El resto de sueros (172 — 96,6%) mostraron titulaciones menores a 1/10, que
es la dilucion de anticuerpo mas baja utilizada para este ensayo, resultando negativos ante la
presencia de este tipo de anticuerpos. De estos seis sueros positivos, dos resultaron tener
titulaciones de 1/320 y el resto titulaciones de entre 1/20 y 1/10, solo estando por encima del
nivel de seroproteccion (1/40) las dos primeras (Tabla 12).

Temporada | N2 Suero Titulo HI Edod Sexo Vacuna |Dias Post-Vac
2006-2007 144 1/320 76 M Fluarix 33
2005-2010 6 1/320 73 M Fluarix 30
2005-2010 42 1/10 73 M Focetria 29
2010-2011 24 1/20 72 F Chiromas 31
2010-2011 254 1/20 71 M Chiromas 34
2010-2011 274 1/10 80 F Chiromas 29

Tabla 12. Resultados del ensayos de Inhibicién de Hemaglutinacion en los sueros positivos
ante la presencia de anticuerpos capaces de reconocer especificamente proteina
recombinante glicosilada de H5N1.

La media de edad de los pacientes con resultado positivo a la presencia de anticuerpos
capaces de reconocer proteina recombinante glicosilada de H5 fue de 74,2 afios (SD 3,312), y
el porcentaje de varones fue de 66,7% (4 varones). El nimero medio de dias existente entre la
inoculacion de la vacuna y la extraccion del suero post-vacunal fue de 31 dias (SD 2,098). Los
sueros positivos pertenecieron a las temporadas 2006-2007 (1), 2009-2010 (2) y 2010-2011 (3),
no habiéndose registrado ningun positivo en la temporada 2008-2009. Las vacunas que fueron
utilizadas para generar proteccion frente a Gripe en estos individuos fueron Chiromas (3),
Fluarix (2) y Focetria (1). La presencia de un porcentaje bajo de pacientes positivos respecto al
total de pacientes analizados impide realizar un estudio estadistico completo en este apartado.

Para validar y verificar el ensayo de inhibicion de hemaglutinacién realizado con los
sueros, se realiz6 una segunda prueba de Inhibicién de hemaglutinacion utilizando los sueros
que habian resultado positivos en el primer ensayo, afladiendo ademas cuatro sueros que
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resultaron negativos en la anterior prueba a modo de control negativo, y que fueron
seleccionados al azar dentro de toda la cohorte de pacientes. Los resultados fueron idénticos
en el segundo ensayo sin observar variaciones en la titulacién de los sueros positivos, ni
reactividades positivas en los sueros que resultaron negativos (Tabla 13).

Temporada | N2 Suero | Result, 12 Titul. 12 Result. 22 Titul. 28
2006-2007 144 + 1/320 + 1/320
2009-2010 6 + 1/320 + 1/320
2009-2010 42 + 1/10 + 1/10
2010-2011 24 + 1/20 + 1/20
2010-2011 254 + 1/20 + 1/20
2010-2011 274 + 1/10 + 1/10
2006-2007 134 - X - X
2003-2010 62 - X - X
2009-2010 a5 - X - X
2008-2009 78 - X - X

positivos y negativos a modo de control.

Tabla 13. Resultados de la repeticién para verificacion del ensayo de HI con los sueros
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Discusion

La respuesta inmune del organismo es una de las principales barreras frente a la
infeccibn de cualquier microorganismo patégeno. El estudio de los mecanismos de
inmunizacion, ya sean pasivos o activos, permiten la adecuacion de nuevas estrategias
terapéuticas para mejorar la proteccion de la poblacién frente a la infeccion por patégenos ya
existentes o también otros de nueva aparicion que puedan generar brotes de tipo pandémico.
En el caso de la gripe aviar H5N1, el estado semilatente del virus, que actualmente logra
esporadicamente saltar la barrera de especie transportandose de aves a humanos, puede
desarrollar en un futuro cercano la capacidad de transmision efectiva entre humanos, lo que
supondria un problema global a nivel epidemioldgico debido a la gravedad de la infeccion por
este virus. En este sentido, la evaluacion de la inmunidad en la poblacion de paises como
Espafia, donde este virus no ha circulado en la actualidad o tan solo ha sido detectado en
brotes esporéadicos en granjas avicolas y en humedales® ***', supone un avance extraordinario
como arma para conocer el estado general de la poblaciéon ante un evento global de gran
importancia como puede ser la diseminacion efectiva del virus de la gripe aviar H5N1 entre la
poblacion humana. Este conocimiento puede permitir adecuar estrategias para la rapida
respuesta que permitan proteger a la poblacién y evitar su proliferaciéon, ofreciendo una
barrera artificial ante la generacion y diseminacién de un evento pandémico.

Por otra parte, el conocimiento de los ciclos evolutivos de inmunidad de la poblacién
frente a los virus de la gripe endémicos del territorio, en este caso del estrato de poblacion
anciana, permite tener una vision global del comportamiento del sistema inmunitario y de
como suceden los mecanismos de generacion de proteccién en funcién de las caracteristicas
evolutivas y epidemioldgicas de los propios virus. En este sentido, es de vital importancia
conocer que efectos protectores o perjudiciales de la circulacion de virus estacionales pueden
influir en la generacién de una respuesta protectora frente a virus de la Gripe de caracter
pandémico como el de la gripe aviar H5N1.

Por esto, también es importante el estudio de la vacunacién como medio 0 mecanismo
de proteccion de la poblacion frente a patégenos de este tipo, ya que como medio de
generacion de inmunidad activa adquirida, cobra mucha relevancia sobre todo en ciertos
sectores de la poblacién considerados de riesgo, ya sea de tipo laboral (como trabajadores
relacionados con el entorno sanitario), inmunodeficiencia (pacientes con sindromes de
inmunodeficiencia adquirida, congénita, de origen nosocomial o derivados de la toma crénica
de ciertos medicamentos) o debido a la edad (senescencia del sistema inmunoldgico).

Este trabajo busca por tanto, conocer el estado de inmunizacion de la poblacion de
Castilla y Ledn mayor de 65 afios frente a las distintas cepas de Gripe estacionales, con el fin de
evaluar la capacidad de proteccion frente a una eventual diseminacién global en forma de
pandemia del virus de la gripe aviar H5N1, con el fin de generar informacion que sea de
utilidad para el desarrollo de estrategias de proteccion de la poblacion.
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Caracteristicas clinicas de los sueros

Se han estudiado un total de cuatro temporadas de Gripe, de las cuales tres han sido
consecutivas y una ha sido discontinua con una temporada de diferencia debido a la
imposibilidad de recopilar suficientes sueros en condiciones correctas durante la temporada
gripal 2007-2008. Se usaron sueros pre y post vacunales de pacientes mayores de 65 afios para
evaluar la respuesta inmunoldgica generada por los virus de la Gripe en dos aspectos muy
importantes de la vida epidemioldgica de un individuo, la reiteracion en la exposicion hacia las
diferentes cepas gripales debido a la edad del individuo, y la reiteracion en la vacunacién
debido a la inclusion de esta poblacion en categoria de grupo de riesgo. Es muy interesante
desde el punto de vista epidemioldgico el estudio de la respuesta inmunoldgica en pacientes
ancianos debido a que es presumible que a lo largo de toda su vida se hayan visto expuestos a
varias cepas de Gripe diferentes, tantos actuales como las que ya no se encuentren en
circulacion. Esta reiteracion en las infecciones naturales puede haber generado una respuesta
de proteccién mucho mas amplia que en la poblacién infantil y en la joven-adulta. Ademas, la
vacunacion antrigripal anual, que en este colectivo se administra anualmente tanto en centros
geriatricos como en los centros de salud correspondientes, expone a los pacientes ancianos a
las cepas de gripe circulantes con el fin de generar una respuesta inmunoldgica completa y
eficiente. Esta vacunacion anual expone a este colectivo afio tras afio a las diferentes cepas
anuales estacionales provocando una inmunizacion frente a las variantes menores que cada
aflo surgen por deriva genética.

La media de edad de los individuos durante todas las temporadas es superior a los 74
afos y la proporcion de varones respecto de las mujeres es similar, fluctuando ligeramente
dependiendo de la temporada, por lo que el grupo de estudio es homogéneo y adecuado para
un estudio de este tipo. Para permitir una correcta generacion de una respuesta antigénica
completa con su correspondiente generacion de anticuerpos especificos para cada cepa de
gripe inoculada, se ha estimado que un tiempo de incubacién de 29 dias fue necesario para
que el fendmeno de la inmunidad adquirida se desarrolle por completo. Las vacunas utilizadas
por los centros de salud o los centros geriatricos en cada temporada fueron las
correspondientes a cada estacién epidémica propuestas por la OMS. A este respecto, es
importante resefiar la variabilidad que existe en la composicion de las vacunas afio tras afio ya
que la deriva antigénica de los virus de la gripe provocan variaciones en el genoma virico que
otorgan diferentes caracteristicas a unos virus y a otros, y que pueden variar el
comportamiento de una misma cepa de una temporada hacia la siguiente. La respuesta a la
vacunacion puede depender no solo del individuo sino también de la composicion de la vacuna
y del modo de disefio de la misma.
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Evaluacion de la respuesta inmunoldgica frente a la vacunacion antigripal anual

La respuesta inmunoldgica general de los individuos estudiados frente a la vacunacion
es muy diferente en funcién la cepa utilizada en la vacuna y de las caracteristicas
epidemioldgicas de la temporada gripal en la que fue recogida la muestra. El porcentaje de
personas protegidas antes de la vacunacion frente a las diferentes cepas es bastante similar,
observandose valores que oscilan entre el 22,7% de la cepa HIN1pdmO09 y el 55,6% de la cepa
H3N2. No parecen existir en este caso diferencias apreciables entre las cepas de Gripe B y las
de A, puesto que los valores son similares.

En este caso, la cepa HIN1pdmO09 muestra el valor mas bajo debido a que su aparicion
reciente en el afio 2009 como un nuevo virus triple recombinante no ha permitido aun generar
una respuesta protectora en la poblacién derivada de la exposicién ni de la vacunacion durante
el periodo de estudio. Aun asi, el valor de pre-proteccion frente a esta cepa puede ser debido
por una parte a la rapida diseminacion de este virus durante su brote pandémico, que en
muchos casos ha cursado con una sintomatologia subclinica y que pudo generar una alta tasa
de contagio que derivara en proteccién de las personas infectadas, o debido a un efecto de

inmunidad cruzada proviene de su relacion directa con el antiguo linaje HIN1 del cual deriva **
43

Cabe destacar también la importancia de los valores de pre proteccion del linaje
Yamagata de Gripe B, muy similares a los del linaje Victoria, ya que en ausencia de circulacién
activa y de la existencia de vacunas anuales donde sistematicamente en los Ultimos afios se ha
estado incluyendo el linaje Victoria como cepa de Gripe B, no parece haberse observado un
fendmeno de aclarado de la inmunidad debido a esta causa.

Por otra parte, los altos valores de proteccion previa a la vacunacion de las cepas H3N2
y antigua HIN1 parecen derivar de que estas dos cepas de Gripe A son las que cominmente
circulan por Espafia durante las temporadas epidémicas, por lo que su inclusion obligatoria en
la vacunacion ademas de su exposicion reiterada por la circulacién endémica son la causa de
que casi la mitad de la poblacion mayor de 65 afios se encuentre protegida previamente a
ninguna accion profilactica.

Por su parte, la efectividad de la vacunacion es facilmente observable a través del
porcentaje de poblacién que ha respondido a la vacunacién generando seroproteccion (titulo
>1/40), denominandose en este estudio como “% de post-protegidos”. En este caso se tendra
el porcentaje de poblacion que realmente posee titulos protectores debido a la inoculacion de
la vacuna.

En el caso de la proteccidn post vacunacién parece observarse ciertas diferencias entre
la proteccion que ofrecen las cepas de Gripe Ay las de Gripe B. Las cepas de Gripe A parecen
generar un porcentaje algo mayor de proteccion debido a la vacunacion que las cepas de Gripe
B. En este caso, los valores de proteccion de Gripe A oscilan entre el 33% de la antigua cepa
HAIN1, 35,4% frente a H3N2 hasta el 42% de la cepa HIN1pdmQ9, mientras que los valores de
Gripe B se encuentran en torno al 16-21%, lo que puede ser debido principalmente a la
circulacion mas general de los virus de Gripe A 'y méas débil o enmascarada de los virus de Gripe
B. Pese a la aparicion reciente de la cepa pandémica HIN1pdmQ9, esta parece responder muy
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bien hacia la generacion de una respuesta inmunolégica protectora, incluso mejor que sus
predecesoras.

Aungue los porcentajes de proteccion debidos a la vacunacion son relativamente
discretos, el porcentaje de poblacion protegida después de un episodio de vacunacion, que
engloba a los que se encontraban pre-protegidos junto con los que han sido protegidos por la
vacunacion, es bastante elevado y parece funcionar correctamente como mecanismo de
proteccién de la poblacién. Al analizar estos datos, se puede observar como la mayor parte de
la proteccion en todas las cepas proviene de la proteccién previa que poseen los individuos
antes de vacunarse, ya que en todos los casos el porcentaje de protegidos por la vacunacion es
siempre inferior al de pre-proteccion. Sin embargo, en el caso del virus HIN1pdmOQ9 la
proteccién derivada de la vacunacion es claramente superior a la producida por el estado
previo de inmunidad de los pacientes. Al juntar ambos procesos, se obtienen valores de
proteccién de la poblacion que son bastante mas altos frente a los virus de la Gripe A, con
valores que oscilan desde el 64% hasta el 91%, frente al 54-63% de proteccion total frente a las
cepas de Gripe B.

El porcentaje de seroconversion (generacion de al menos 4 veces mas titulos de
anticuerpos mediante la vacunacién) también parece ser mayor en las cepas de Gripe A que en
las de B. Los porcentajes frente a Gripe A oscilaron entre 33 y el 56%, mientras que frente a la
Gripe B los porcentajes estuvieron entre el 15 y el 21%. La vacunacion ofrece por tanto, una
mayor proteccién en conjunto a los virus del grupo A. Cabe destacar también el alto valor de
seroconversion de la cepa HIN1pdmO9 (51%), ya que en tan solo dos afios estudiados ha sido
capaz de generar una respuesta de seroconversion similar a la de la cepa H3N2 (56,7%).

Es por tanto muy relevante valorar la importancia que poseen los estados de
inmunidad previos de los individuos, que pueden derivar tanto de las exposiciones naturales a
los diferentes virus, como de las vacunaciones reiteradas por pertenecer a un grupo de riesgo
debido a la edad. La vacunacion por si sola no parece provocar un efecto de proteccion que
pueda parar por completo el avance del virus en este estrato de poblacion. Sin embargo, este
tratamiento profilactico dentro de un programa de vacunacion plurianual, ademas de la edad
del individuo, si parecen ser factores determinantes en la proteccion de la poblacién. Esto
pone de especial relevancia a los Centros Nacionales de Gripe distribuidos por todo el mundo,
que junto con la OMS generan anualmente nuevas vacunas antigripales determinando de la
temporada anterior los virus que van a circular en la siguiente.

La mejora de estos procesos pasa por la busqueda de nuevas regiones antigénicas que
posean mayor efectividad en la generacion de anticuerpos en la poblacién, ademas de la
mejora en la produccion de vacuna, mediante nuevos adyuvantes o estados fisicos del virus
gue permitan al sistema inmune generar una respuesta mayor.
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Evaluacion de la respuesta inmunoldgica frente a la vacunacion antigripal por temporadas

Al analizar la respuesta inmunoldgica por temporadas se puede observar la evolucion
de la proteccion de la poblacion frente a las diferentes cepas de Gripe, pudiendo comprobar
que procesos han provocado cambios en la inmunidad adquirida de los individuos. La rapida
evolucién de los virus de la Gripe cada afio debido al Drift antigénico (cambios antigénicos
menores) provocan que anualmente los virus de la gripe a los que se ve enfrentada la
poblacion desarrollen cambios lo suficientemente relevantes como para que la vacunacion
anual de la temporada anterior no confiera una respuesta completamente efectiva. Debido a
esto, el estudio de la evolucion de la respuesta inmunolégica en comunidades cerradas de
individuos que poseen caracteristicas definitorias entre ellos, es de vital importancia para
poder disefiar estrategias de proteccion de la poblacion y de manejo y gestion de situaciones
epidémicas.

Niveles de proteccion en la etapa de pre inmunizacién

Dentro de esta evolucion frente a la respuesta inmunoldgica, parece diferenciarse
claramente dos comportamientos contrarios y opuestos entre las cepas de Gripe Ay de Gripe
B en el nivel de pre proteccion de la poblacion. Dentro de las cepas de Gripe A H3N2 y antiguo
H1N1, el nivel de proteccidn previa a la vacunacion posee un patrén en “U”, comenzando con
altos niveles de pre-proteccion, que descienden posteriormente para volver a ascender al final
del periodo de estudio. Por el contrario, el patron del linaje Yamagata de Gripe B posee un
patrén ascendente desde el comienzo del estudio y el linaje Victoria un patrén oscilante con
un maximo al final del mismo. Los niveles de seroproteccion previa mas altos son los
registrados usando la cepa H3N2 y antigua HIN1, mientras que ambos linajes de Gripe B
poseen porcentajes de proteccién mas bajos, resultados que concuerdan con los obtenidos en
el analisis global. Pese a que ambas cepas, H3N2 y antigua HIN1, poseen patrones muy
similares en la evolucién de los valores de pre proteccién, la evolucion de esta Ultima cepa
parece seguir un patron mas abrupto, con descensos en la proteccion mucho mas altos que en
el caso de la cepa H3N2. Esto puede ser debido a la circulacion preferente de la cepa H3N2
desde la pandemia de Hong Kong del afio 1968 **“*4 que relegd la circulacién de la antigua
cepa estacional HIN1 a un segundo plano. Esta circulacién enmascarada y/o subclinica puede
ser la causante, no solo del menor nivel de proteccién previa de la poblacion, sino de que la
evolucién de la misma sea mas abrupta debido a que esta mas influenciado por otros factores
externos, como pudo ser la aparicién del virus pandémico HIN1pdmO09, que puede haber
desplazado en mayor medida la inmunidad previa de esta cepa durante los afios 2009 y 2010
(ahos de la primera y segunda ondas de pandemia).

Por otra parte, sorprende la creciente evolucion de la proteccion previa a la
vacunacion correspondiente al linaje Yamagata de Gripe B debido a, no solo a la ausencia de
circulacion conocida durante las temporadas 2008-2009, 2009-2010 y 2010-2011, sino también
a la ausencia de esta cepa en la vacunacién anual antigripal durante las temporadas
estudiadas. Pese a encontrase esta proteccion en porcentajes no excesivamente altos que
oscilan desde 26% en la temporada 2008-2009 hasta el 46% en la temporada 2010-2011, la
evolucién lineal en constante aumento de esta proteccion sugiere que el linaje Yamagata de
Gripe B puede haber estado circulando de forma subclinica entre la poblacion, de forma que
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haya podido generar inmunidad natural por infeccién subclinica sin mostrar signos ni sintomas
en los pacientes, o habiendo sido confundidos con sindromes pseudogripales y/o catarrales. En
este sentido cabe recalcar que los virus de la Gripe B son virus eminentemente humanos
siendo este su Unico hospedador, y que por tanto la supervivencia y transmision de estos dos
linajes en ausencia de circulacion detectable debe suceder de forma silenciada a través de
infecciones subclinicas. La ausencia de vacunacion frente a este linaje durante estas
temporadas apoya que la circulacion silenciada haya sido la Unica via de aumento de la
inmunidad previa a la vacunacion.

Por su parte, la evolucién oscilante del linaje Victoria de Gripe B, linaje que si se ha
encontrado en circulacién detectable en las temporadas estudiadas y que ha formado parte de
las vacunas anuales antigripales de las mismas, sigue un patron que puede ser debido a la
propia evolucién en la incidencia y prevalencia de este linaje en la poblacion.

Por su parte, la nueva cepa HIN1pdmO9 sufre en las dos temporadas estudiadas desde
su aparicién un aumento desde el 10% de individuos pre protegidos hasta un valor en torno al
35%. Este aumento obedece a la circulaciébn mayoritaria del virus durante las temporadas
2009-2010 (periodo de segunda onda pandémica) y 2010-2011 (primera epidemia causada en
su mayor parte por la cepa HIN1pdmO09), lo que ha provocado que la infeccion natural de la
poblacion, sobre todo en el primer periodo, haya generado inmunidad adquirida en los
infectados, suplementado a la accion de la vacuna.

Niveles de proteccion en la etapa de post inmunizacion

La evolucion del nivel de proteccion derivado de la vacunacion posee también dos
patrones distintos y bien diferenciados entre las cepas de Gripe Ay de B. En los primeros, se
observa un ascenso moderado de la proteccion (en torno a un 20%) desde la temporada 2006-
2007 hasta la temporada 2008-2009 en ambas cepas H3N2 y antigua H1N1, para después
descender ambos a niveles cercanos al 20% de proteccion. La dinamica de la curva de
proteccién derivada de la vacunacién se encuentra por tanto en relaciéon indirecta con la
evolucién de la pre-proteccion. Se puede observar como después de una temporada o periodo
donde existe un alto nivel de proteccion debido a la vacuna, posteriormente se produce un
aumento en los niveles de proteccion previa de la poblacién. Esto es indicativo de que los
programas de vacunacion para proteccion de la poblacion de riesgo son efectivos y que la
reiteracion en la vacunacion parece producir efectos positivos en estos colectivos. Debido a
este efecto, el descenso tan acusado en las dos Ultimas temporadas del efecto protector de la
vacuna no ha de ser asumido como un efecto derivado de una deficiente accion profilactica,
sino debido la generacion de inmunidad en la poblacion mediante la vacunacion en las
temporadas anteriores, que provoca que se tenga de base un nivel de proteccion muy
aceptable.

La aparicién del nuevo virus HIN1pdmO09 en el afio 2009 puede haber modificado la
dinamica de estas relaciones. Sin embargo, el periodo de tiempo a estudio donde toma
relevancia este virus es demasiado corto para poder extrapolar conclusiones, por lo que se
reserva estas conclusiones para estudios posteriores que impliquen méas temporadas en los
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ensayos. Por su parte, este virus durante estas dos temporadas posee una evolucion donde,
tanto los niveles de pre proteccion como los derivados de la vacunacion, ascienden de manera
moderada, por lo que parece no haberse alcanzado aun en la temporada 2010-2011 un punto
de equilibrio que flucttie de manera similar al resto de virus de Gripe A.

Pese a que ambos linajes de Gripe B poseen comportamientos distintos con respecto a
los de Gripe A, la relacion entre los niveles de pre proteccion y los derivados de la vacunacion
es la misma. En este caso, la evolucién de la seroproteccion debido a la vacuna posee un
patrén en U que comienza con un moderado descenso, una etapa en forma de valle y
posteriormente un aumento moderado en el linaje Victoria y un estancamiento en el linaje
Yamagata.

Es muy relevante la evolucién de la proteccién del linaje Yamagata puesto que pone en
evidencia el comportamiento de este virus. Los niveles de pre proteccién de la poblacion
frente a este linaje aumentan paulatinamente desde la Gltima vacunacion estacional en la que
se administro este virus en la vacuna trivalente anual antigripal. En los posteriores afios, el
nivel de pre-proteccion sigue en aumento mientras que la proteccion derivada de la
vacunacion cae a niveles muy bajos (en torno a un 5%). Debido a la ausencia del linaje
Yamagata en las vacunas de las temporadas 2009-2010 y 2010-2011, la proteccion que sufre la
poblacion derivada de la vacunacion no puede ser debida a la accién inmunizante de esta, por
lo que pone de relevancia un posible efecto de proteccion cruzada entre los dos linajes de
Gripe B, aunque en publicaciones previas el evento de proteccion de un linaje frente a otro se
ha puesto de manifiesto como imposible debido a la gran divergencia de ambos linajes desde
su separacion en la década de los 70 ** % °% > Por otra parte, los niveles de pre proteccion
pueden ser derivados, no solo de la presencia del linaje Yamagata en la vacuna anual de la
primera temporada estudiada, sino como se ha dicho anteriormente, a la presencia de
circulacion de este linaje de forma subclinica en la poblacién, ya que la co-circulacién de
ambos linajes se ha demostrado en trabajos previos*® *.

Por su parte, la evolucién de la proteccion derivada de la vacunacion del linaje Victoria
de Gripe B sigue un patron ascendente desde el comienzo de la administracion de este linaje
en la vacuna a partir de la temporada 2009-2010. Es relevante también el descenso de
proteccién en la temporada 2008-2009, donde la vacuna estuvo compuesta por el linaje
Yamagata. Esto pone de manifiesto la importancia de la integracion de ambos linajes en la
vacuna anual antigripal, pasando de un formato trivalente a un formato tetravalente, con la
intencion de conseguir la proteccion completa de la poblacion. Como se puede observar en
este trabajo, los efectos del abandono de la vacunacion en la poblacion frente a uno de los dos
linajes durante una temporada provoca la disminucion de la proteccion previa a la vacunacion
en torno a un 20%, mientras que su administracion provoca el efecto contrario en la misma
magnitud durante las temporadas estudiadas.
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Niveles de seroconversion

Como se ha expuesto anteriormente, la seroconversion es el aumento de la titulacion
de anticuerpos protectores frente a un determinado patégeno en al menos 4 veces mas a la
titulacion previa a la administracion de la vacuna o a la exposicion natural en un individuo. El
estudio de la seroconversion en la vacunacion nos permitira por tanto comprobar la
efectividad vacunal desde la perspectiva de la potencia en la generacion de una respuesta
inmune efectiva.

En general, los niveles de seroconversion en las diferentes cepas a estudio parecen
seguir un patrén evolutivo muy similar al de la proteccion producida por la vacuna. Es evidente
por tanto que las diferencias existentes entre los patrones de Gripe A y de Gripe B han
quedado registradas también en la evolucion de la seroconversion. Los niveles de
seroconversion se encuentran en funcion de la similitud genética entre las cepas incluidas en la
vacunacion con las cepas circulantes en cada temporada, ademas de las caracteristicas propias
de la vacuna, como puede ser si esta es viva atenuada, los adyuvantes que se incluyan, etc °*°*
> Es por eso que la fluctuacion que poseen los niveles de seroconversién son explicables por
las cualidades epidemioldgicas de cada temporada gripal, y que seran estudiadas mas adelante
en nuevos trabajos.

Evaluacion de la inmunidad cruzada frente al virus de la gripe aviar H5N1

Una vez conocido el nivel de inmunizacion de la poblacion frente a las cepas de Gripe
estacionales del territorio, es posible evaluar el efecto que posee en la generacién de
inmunidad de tipo cruzada frente a otras cepas de caracter pandémico.

De un total de 178 pacientes analizados utilizando los ensayos de inhibicién de
hemaglutinacién, un pequefio porcentaje (3,3%) resultd positivo ante la presencia de
anticuerpos capaces de reconocer especificamente proteina recombinante glicosilada del virus
de la gripe aviar H5N1. El resto de sueros analizados no ofrecieron resultados positivos y por
tanto es presumible la ausencia de este tipo de anticuerpos. Esta presencia de anticuerpos que
han sido capaces de reconocer esta proteina sugiere que estos pacientes poseen una cierta
proteccién frente al virus H5N1. De entre los seis individuos positivos, el titulo de anticuerpos
mostrado ha sido bajo en cuatro de los ellos (titulos en torno a 1/20 y 1/10), y los dos altimos
mostraron titulos en torno a 1/320. Dado que un titulo protector de anticuerpos se considera a
partir de 1/40, estos dos Ultimos pacientes poseerian titulos de anticuerpos que serian capaces
de proteger in vitro frente a este virus pandémico. La presencia de anticuerpos en niveles mas
bajos en el resto de los sujetos positivos no protegeria al individuo frente a la infeccion, pero
denota la exposicion de estos pacientes hacia un evento relacionado con la inmunidad que ha
generado anticuerpos especificos.

Ya que no se tiene constancia de circulacion del virus de la gripe aviar H5N1 por el
territorio espafiol, el mecanismo de generacién de inmunidad adquirida de estos pacientes no
ha podido ser la exposicion directa frente al virus, que como se ha comentado anteriormente,
es de caracter endémico en el sureste asiatico. La presencia de anticuerpos en este grupo de
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personas parece responder a la generacion de inmunidad de tipo cruzada debido a la
exposicion reiterada natural a las cepas endémicas del territorio durante la vida de un
individuo, ademas de las exposiciones a las vacunaciones anuales debido a la pertenencia por
edad a un grupo de riesgo al que se le administran vacunas antigripales anualmente. Esta
inmunidad cruzada puede haber surgido de la comparticion de epitopos especificos en las
hemaglutininas de los diferentes tipos de la Gripe A, ya que la evolucion de estas proteinas
desde un antecesor comun del virus entre el H5N1 y virus endémicos de Espafia como el
HIN1pdmO09, H3N2 o el antiguo linaje HIN1, puede haber permitido que ciertas regiones
aminoacidicas con capacidad inmunogénica hayan permanecido no alteradas 0 minimamente
alteradas, pudiendo permitir esta generacion de anticuerpos de amplio espectro.

El estado de inmunizacion previa de la poblacién mayor de 65 afios parece abalar la
existencia de sujetos donde se haya registrado la existencia de anticuerpos capaces de
reconocer el antigeno recombinante, debido a que los altos valores de proteccion
encontrados, tanto pre-vacunales como post-vacunales, hacen sospechar de un efecto de
proteccién derivado del alto porcentaje de inmunidad en este estrato de poblacion.

Debido al bajo nimero de casos positivos frente a la totalidad de los sueros analizados,
no se ha podido generar ningln estadistico que permita analizar con mas profundidad posibles
relaciones de sexo, edad, vacunacion o antecedentes médicos que puedan ser esclarecedores
de este evento. Queda reservada por tanto la inferencia de estas variables a un nuevo estudio
con un numero de sueros mucho mas elevado. El resto de los sueros analizados no
presentaron en ningln momento ninguna reaccion en ninguno de los dos ensayos que permita
pensar en la presencia de anticuerpos, por lo tanto se les supone como individuos no
protegidos y que no han generado una respuesta heterotipica frente al virus H5N1 de la gripe
aviar.

La edad parecer ser el principal factor que permite la generacion de anticuerpos
capaces de reconocer cepas de gripe que nunca han circulado por un territorio. Esto parece
derivar de los tiempos de exposicion de la poblacion a los virus de la gripe circulantes y de las
vacunaciones anuales reiterativas. Dado que el virus de la gripe suele infectar de 4 a 5 veces de
media en la vida de un individuo inmunocompetente, es evidente que las infecciones naturales
seran escasas, y probablemente el mismo individuo sera infectado por cepas de gripe
diferentes que se encuentre circulando en el momento de la infeccion a lo largo de su vida. Por
otra parte, las vacunaciones anuales (que son mas comunes en poblacion anciana y poblacion
de riesgo como el personal sanitario) introducen una nueva via exégena de generacion de
inmunidad adquirida, que puede aumentar mucho la capacidad del sistema inmune del
individuo para generar respuestas frente a una gran cantidad de tipos del virus de la gripe, que
deriva de la mejora y distribucion de nuevas vacunas antigripales que cada afio son disefiadas
por la OMS con la colaboracion de los Centros Nacionales de Gripe, en funcion de las nuevas
variantes circulantes del virus de la gripe.

La realizacion de estas mismas técnicas utilizando sujetos jovenes adultos y nifios
ofrecié resultados negativos en todos los pacientes analizados™. Esto sugiere que las
infecciones naturales por el virus de la gripe, ademas de la vacunacién anual reiterada, puede
provocar en la edad anciana de un individuo la generacion de una respuesta heteréloga hacia
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la proteccion frente a virus que no han circulado nunca por un territorio, debido a que la
exposicién reiterada a virus endémicos genera una respuesta inmunoldgica de generacion de
anticuerpos derivados de epitopos que estan muy conservados en la escala filogenética del
virus. La edad avanzada de este grupo de pacientes en contraposicion a los analizados en
estudios anteriores actlia como un efecto reiterativo para la generacion de inmunidad cruzada.

En la actualidad existen varios estudios donde se demuestra la produccion de
anticuerpos heterosubtipicos mediante la administracion de la vacuna antigripal trivalente
estacional, que han podido neutralizar el virus de la gripe aviar H5N1 en una pequefia
proporcion de la poblacion®. La vacunacion mediante virus de gripe vivo y atenuado (LAIV),
que se administra por via nasal, junto con la vacunacion intramuscular inactivada (1IV), han
guedado demostrados como métodos de generacion de respuestas heterélogas hacia otras
cepas del virus de gripe A*"*®, generando anticuerpos neutralizantes frente a la region del tallo
de la hemaglutinina con capacidad de actuacién frente a un gran grupo de cepas gripales®. La
presencia de anticuerpos que sean capaces de reconocer proteina recombinante del virus de la
gripe aviar H5N1 en la subplobacion de Castilla y Ledn podria derivar directamente de la
recurrencia en el tratamiento profilactico, que es mas usual en los pacientes de grupos de
riesgo como la poblacién anciana. Esta observacion apoya la evidencia de que la generacion de
anticuerpos con inmunidad cruzada deriva de la activacion de las células Cross reactive B de
memoria con capacidad para reconocer epitopos conservados en multiples cepas del virus de
la gripe® °,

Durante la pandemia del afio 2009 producida por el virus HIN1pdm0Q9, la poblacién
mayor de 65 afios estaba protegida debido a la existencia de anticuerpos anti-HA inducidos por
exposiciones a los antigenos relacionados con las cepas HIN1, como por ejemplo el virus
A/HIN1 de 1918 o cepas que circularon antes de 1957°% %% % Es evidente por tanto la accion
protectora que posee la exposicion natural a las cepas circulantes de gripe durante la vida de
un individuo en la respuesta heteréloga del sistema inmune. La presencia de este evento de
reactividad cruzada con el virus pandémico HIN1pdmO09 en personas que han sufrido
infecciones con virus mas antiguos pero relacionados en la escala filogenética, afirma que la
reactividad cruzada que se da en los individuo de este estudio deriva también de un
mecanismo similar, donde la comparticion de epitopos puede haber generado anticuerpos que
reconozcan partes similares de la hemaglutinina. En este sentido, conviene remarcar la
importancia de la distancia filogenética entre los distintos virus de la gripe del grupo A, que
puede haber promovido que, pese a las similitudes aun conservadas, las diferencias en la
secuencia solo han permitido promover la proteccion y la generacion de anticuerpos
especificos en un pequefio porcentaje de la poblacién anciana, y en un nulo porcentaje de la
poblacion infantil y joven-adulta®.

La proteina de la hemaglutinina posee una region globular donde se encuentra la
region variable y es la principal diana para los anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, la parte
del tallo de esta proteina estd mucho mas conservada entre las diferentes cepas. Estudios
recientes han sugerido que los anticuerpos también poseen actividad neutralizante en esta
region, lo que puede contribuir a la reactividad cruzada entre las distintas cepas mediada por
las infecciones naturales y por la vacunacion® ®. Esta reactividad cruzada que ofrece la parte
mas conservada de la hemaglutinina puede ser la razon o causa de que personas que nunca
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han estado en contacto con un virus como el de la gripe aviar posean anticuerpos capaces de
reconocer la hemaglutinina. Por otro lado, debido a que la parte del tallo es una zona muy
poco inmundgena, puede explicar también el bajo porcentaje de inmunizacion en la poblacién
estudiada. Para completar este estudio se debe no solo aumentar el nimero de individuos
para comprobar la secuencia de la proporcion, sino también realizar los ensayos de HI con
cepas que estén menos alejadas en la escala filogenética de las cepas circulantes en Espafia,
pero que nunca hayan tenido presencia en el pais. Esto ayudard a comprender mejor la
importancia de las distintas estructuras terciarias de la hemaglutinina y de la secuencia
aminoacidica, y su papel en la generacion de la inmunidad en el hospedador.

Por otra parte, la divergencia que existe entre los linajes H1, H2 y H5, pertenecientes al
Grupo 1 (mas relacionados con las aves), con los linajes H3 y H7 (pertenecientes al Grupo 2)
puede haber contribuido también a la mitigacion de este efecto®, ya que la estructura de la
hemaglutinina se encuentra diferenciada en dos subgrupos con caracter filogenético en
funcion de la composicion aminoacidica del tallo de esta proteina®. El virus H3N2 lleva
circulando en Espafia desde la década de los 70, relegando al antiguo virus HIN1
(A/URSS/90/70) y a su predecesor H2N2, lo que puede haber provocado que la capacidad
inmunogénica heteréloga del virus se haya visto mermada por no pertenecer al Grupo 1,
haciendo un efecto de aclarado sobre la reactividad cruzada, que previsiblemente podria
haber sido mayor en circulacion reiterada de la cepa antigua HIN1. El virus H3N2 actual es
ademas fruto de un fendmeno de recombinacion genética de varios genes aviares, humanos y
provenientes del cerdo, aunque en la actualidad la cepa que afecta a humanos ha
evolucionado hasta tener solo esta especie como objetivo, encontrandose bastante desligado
de los antepasados comunes.

La reactividad cruzada en individuos que nunca han sufrido infeccion frente a cepas de
gripe ha sido también probada en otras investigaciones previas. La infeccién natural por el
virus HIN1pdmO09 ha sido demostrada como un método de generacion de respuesta cruzada,
no solo frente al virus de la gripe aviar H5N1, sino también a cepas anteriores de esta variante
como el virus HIN1 que causo el brote pandémico de 1918 (la denominada Gripe Espafiola) o
la antigua variante HIN1 de caracter estacional que quedé relegada después de la aparicion de
la variante pandémica de 2009%. Por otro lado, también ha sido demostrada la generacion de
una respuesta de reactividad inmunolégica cruzada en ratones utilizando vacuna antigripal
viva atenuada frente al virus HIN1pdm09, que ha generado respuesta de generacién de
anticuerpos contra los virus H5N1 y H5N2 ademas de contra otras cepas estacionales’. Por
otra parte, la estructura de la hemaglutinina posee una especial relevancia en la respuesta de
inmunidad cruzada, ya que en estudios previos, pacientes no infectados en su historia personal
por el virus H5N1 mostraron reactividad cruzada in vitro frente a la particula HA; de la
hemaglutinina cultivada mediante virus Vaccinia recombinante, teniendo resultados negativos
frente a las particulas HAq y HA; ™.

Este evento es de especial importancia en la generacion de una vacuna universal que
pueda servir frente a la mayoria de las cepas actualmente existentes, ya que la particula HA;
confiere una proteccion mucho méas amplia que otras regiones de la hemaglutinina frente a un
gran grupo de cepas, debido principalmente a que esta region esta muy conservada en la
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escala filogenética del virus de la gripe™. Esta particula HA2 ha sido tradicionalmente relegada
en la generacién de vacunas debido a que las zonas mas inmunogénicas de la proteina
hemaglutinina son las ubicadas en la cabeza de la misma. El dificil acceso de los receptores de
los linfocitos a estas zonas ha impedido una utilizacion més general para la inmunizacién de la
poblacion, sin embargo debido a su universalidad derivada de la conservacion a lo largo de la
historia evolutiva del virus genera un especial interés para la vacunacion universal.

Es importante desde el punto de vista cientifico la ampliacion de este trabajo para
poder obtener conclusiones estadisticas que puedan permitir conocer las posibles relaciones
del fendmeno de reactividad cruzada con la edad, sexo, condicién clinica, niUmero de vacunas
administradas y tipos, numero de infecciones gripales en la vida del individuo y las variantes de
las cepas en los pacientes. La adecuacion de este estudio a estas directrices pasa por la
repeticion del mismo con un aumento significativo en el tamafio muestral que permita la
utilizacién de test estadisticos, ademas de la utilizacion de hemaglutininas de cepas salvajes de
origen viral no recombinante para comprobar la reactividad cruzada en las condiciones mas
similares a la realidad posibles.
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Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en esta investigacién, se puede concluir que:

Los valores en la proteccion previa a la vacuna de los distintos virus gripales endémicos
espafioles esta en consonancia con su nivel de incidencia y relevancia en las epidemias
anuales.

Los niveles de pre-proteccion de los distintos virus estan en funcién de los
acontecimientos epidémicos y de la gestion vacunal de las temporadas anteriores.

Los niveles de proteccion derivados de la vacunacion siguen con respecto a los niveles
de proteccion pre-vacunal un patrén evolutivo de tipo inverso.

El comportamiento relevante a proteccion vacunal es opuesto entre los virus de Gripe
Ay los de Gripe B, siguiendo un patron que oscila en funcion de que linaje de Gripe B
se incluya en la vacuna y de la relevancia en la presencia de Gripe B durante las
epidemias anuales de Gripe A. Es por esto denotar la importancia que posee la puesta
a punto y administracion de la nueva vacuna tetravalente que posee los dos linajes de
Gripe B.

La proteccion frente a la nueva variante HIN1pdmO09 ha resultado muy rapida durante
el periodo pandémico y durante la primera epidemia estacional producida por este
virus.

Existe un porcentaje del 3,3% de la poblacién mayor de 65 afios en Castillay Ledn que
posee anticuerpos capaces de reconocer especificamente proteina recombinante
glicosilada del virus de la gripe aviar HS5N1.

La presencia de estos anticuerpos en ausencia de circulacién conocida del virus de la
gripe aviar H5N1 por el territorio espafiol se debe a un fenémeno de reactividad
cruzada, que ha permitido al sistema inmune de los individuos positivos generar una
respuesta de creacion de anticuerpos capaces de reconocer este virus debido a
fendmenos derivados de la exposicion a infecciones naturales por otros virus gripales
endémicos del territorio, y/o por las vacunaciones reiteradas a lo largo de su vida.

El fendbmeno de reactividad cruzada se deriva de la comparticion de epitopos
especificos en zonas muy conservadas de la hemaglutinina de los virus de la gripe
circulantes en Espafia con respecto al virus de la gripe aviar H5N1.

La presencia de anticuerpos frente a H5N1 en la poblacién anciana y no en la

poblacion joven-adulta e infantil se debe a un tiempo mucho mayor de exposicion de
los individuos mayores de 65 afios a las infecciones naturales y a las vacunaciones.
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