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Pese a la extensa utilizacion de las vacunas antineumocécicas, la Enfermedad
Neumocdcica Invasiva (ENI) continla siendo una de las primeras causas de morbi-
mortalidad en nifios pequefos y adultos con patologia de base. En este contexto surge
la necesidad de realizar el presente trabajo, estudiando la ENI desde tres enfoques
distintos: i) epidemiologico, a nivel de uso y eficacia de las vacunas, ii) clinico, al
centrarse en nifios con inmunodeficiencia, los cuales presentan un riesgo aun mas
elevado de padecer episodios de ENI con peor curso clinico y prondstico, y iii)
experimental, al validar la Resonancia de Plasmon Superficial (RPS) como técnica
novedosa para medir los niveles de anti-PnPs IgGs en el suero de pacientes

vacunados.

Las vacunas neumocadcicas han demostrado ser inmunogénicas, eficaces y seguras y
constituyen la principal herramienta para prevenir la ENI por serotipos vacunales.
Ademas, se ha observado el llamado “efecto indirecto o de inmunidad de grupo” con
una disminucion de la incidencia de ENI en nifios y adultos no vacunados, al disminuir
la colonizacién nasofaringea en los inmunizados y, por tanto, la transmision y
circulacién de serotipos vacunales. No obstante, a pesar de la disminucién significativa
de la ENI debido especialmente a las vacunas conjugadas, se ha observado un
incremento de casos a expensas del aumento de serotipos no vacunales lo que se
conoce como remplazo vacunal. Al desaparecer los serotipos vacunales del nicho
ecologico de la nasofaringe humana, el resto de los serotipos, adquieren una ventaja
ecoldgica y, en consecuencia, aumenta su prevalencia como colonizantes, pudiendo
producir enfermedad. En este contexto surge el interés de realizar un estudio sobre la
ENI en la poblacion pediatrica de la Comunidad Valenciana. Este trabajo recoge los
casos de ENI notificados en un amplio periodo de tiempo con la finalidad de conocer
la casuistica, asi como la repercusion que ha tenido la implantacién de la vacuna

neumocacica conjugada trecevalente (VNC13) en el calendario de vacunacion infantil.



Por otra parte, se evalud la respuesta vacunal a la VNC13 (pauta completa) en nifios
con algun tipo de inmunodeficiencia diagnosticada, puesto que estos pacientes sufren
con mayor frecuencia infecciones recurrentes y graves, que afectan negativamente a
su salud y calidad de vida. En este sentido se realizé una monitorizacion de los niveles
plasmaticos de componentes implicados en la respuesta inmune (poblaciones
linfocitarias, inmunoglobulinas, etc.), asi como del titulo de anti-PnPs IgGs alcanzado
en el suero de estos pacientes tras la administracién de la pauta completa de VNC13.
El objetivo de la recopilacion de todos estos datos seria establecer asociaciones entre
hiporrespuesta vacunal y concentracion plasmatica de los mismos. Se demostré que
existia una asociacion estadisticamente significativa entre un titulo protector de anti-
PnPs IgGs tras la administracion de la VNC13 con niveles elevados de TCD4+/TCD8+
y CD56+/CD16.

Finalmente, validamos la técnica de RPS para la medicién en suero de 1gG anti-PnPs
con la finalidad de incorporar esta novedosa metodologia en la practica clinica
habitual, reemplazando al método de ELISA, puesto que la RPS puede presentar
ventajas interesantes respecto a los kits de ELISA comerciales. En nuestro trabajo
encontramos una correlacion robusta entre la concentracion de IgG anti-PnPs
medidas por ELISA y la sefial de UR obtenidas mediante RPS, con buena sensibilidad
y niveles optimos de reproducibilidad. Hasta donde sabemos, nuestro estudio
demuestra por primera vez que los métodos basados en RPS proporcionan
mediciones fiables y precisas de los niveles séricos de IgG anti-PnPs en un tiempo

experimental muy corto.



Despite the widespread use of pneumococcal vaccines, invasive pneumococcal
disease (IPD) remains one of the leading causes of morbidity and mortality in young
children and adults with underlying conditions. Within this context, the present study is
warranted, analyzing IPD through three distinct approaches: i) epidemiological,
focusing on the use and effectiveness of vaccines; ii) clinical, by focusing on children
with immunodeficiency, who are at an even higher risk of experiencing episodes of IPD
with more severe clinical outcomes and prognosis; and iii) experimental, by validating
Surface Plasmon Resonance (SPR) as a novel technique to measure anti-PnPs 1gG

levels in the serum of vaccinated patients.

Pneumococcal vaccines have demonstrated immunogenicity, efficacy, and safety, and
remain the primary strategy for preventing IPD caused by vaccine serotypes.
Additionally, the so-called ‘indirect effect’ or ‘herd immunity’ has been observed,
resulting in a reduction in the incidence of IPD among both vaccinated and
unvaccinated individuals. This reduction is attributed to decreased nasopharyngeal
colonization in vaccinated individuals, which subsequently reduces the transmission
and circulation of vaccine serotypes. However, despite the substantial decline in IPD,
particularly following the introduction of conjugate vaccines, an increase in cases has
been noted, largely due to the emergence of non-vaccine serotypes, a phenomenon
referred to as vaccine replacement. As vaccine serotypes are eliminated from the
ecological niche of the human nasopharynx, non-vaccine serotypes acquire an
ecological advantage, leading to an increase in their prevalence as colonizers and,
consequently, their potential to cause disease. For this reason, we decided to conduct
a study on IPD in the pediatric population of the Valencian Community. This research
compiles reported cases of IPD over an extended period, with the aim of analyzing the
epidemiological patterns and assessing the impact of the introduction of the 13-valent
pneumococcal conjugate vaccine (PCV13) into the childhood vaccination schedule.



Furthermore, the vaccine response to the complete schedule of PCV13 was evaluated
in children with immunodeficiency, as these patients are more prone to recurrent and
severe infections, which negatively impact their health and quality of life. In this context,
plasma levels of immune response components (such as lymphocyte populations,
immunoglobulins, etc.) were monitored, as well as the anti-PnPs IgG titers in the serum
of these patients following the complete administration of the PCV13 vaccination
schedule. The aim of collecting these data was to establish associations between
vaccine hyporesponsiveness and the plasma concentration of these markers. A
statistically significant association was demonstrated between protective anti-PnPs
lgG titers following PCV13 administration and elevated levels of CD4+/CD8+T and
CD56+/CD16+ NK cells.

Finally, we validated the Surface Plasmon Resonance (SPR) technique for measuring
anti-PnPs 1gG in serum, with the aim of incorporating this novel methodology into
routine clinical practice, replacing the conventional ELISA method. SPR offers several
potential advantages over commercially available ELISA kits. In our study, we found a
strong correlation between the anti-PnPs IgG concentrations measured by ELISA and
the UR signal obtained through SPR, demonstrating good sensitivity and optimal
reproducibility. As of current knowledge, this is the first study to demonstrate that SPR-
based methods provide reliable and accurate measurements of serum anti-PnPs IgG

levels in a very short experimental timeframe.
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HUP La Fe: Hospital Universitario y Politécnico La Fe
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IL: Interleuquina
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RIA: Radioinmunoensayo

RPS: Resonancia de Plasmoén Superficial

TNF: Factor de necrosis tumoral

UR: Unidades de resonancia

VNC: Vacuna neumocdcica conjugada

VNP: Vacuna neumocécica polisacarida
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Introduccion

1.1 Streptococcus pneumoniae
1.1.1 Marco histérico y caracteristicas microbiologicas

Streptococcus pneumoniae fue descubierto de manera casi simultanea en 1881 por
Louis Pasteur en Francia y George Miller Sternberg en EE. UU. Afios mas tarde fue
reconocido como la causa mas frecuente de neumonia lobar y empez6 a denominarse
neumococo. En 1926 se le asigné el nombre de Diplococcus pneumoniae, por su
apariencia en la tincion de Gram, y en 1974 fue renombrado como S. pneumoniae,
por su morfologia durante el crecimiento en medio liquido. En los primeros afios de la
década de 1980, Felix y Georg Klemperer demostraron que la inmunizacion con
neumococos inactivados protegia a los conejos frente a la subsiguiente inoculacion
con neumococos, y que esta proteccion se podia transferir infundiendo suero
procedente de conejos inmunizados a receptores sin exposicion previa. Neufeld y
Rimpau demostraron que la base de esta inmunidad era la presencia de uno o varios
factores en el suero que facilitaban la fagocitosis por los leucocitos (opsonizacion).
Estos estudios sentaron las bases de lo que hoy llamamos inmunidad humoral=2.

S. pneumoniae es una bacteria Gram-positiva que presenta una forma cocoide con
extremos lanceolados. Se dispone tipicamente en parejas, especialmente en
muestras clinicas, aunque también puede encontrarse formando cadenas cortas sobre

todo en medio liquido® (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Visualizacién de tincion de Gram de S. pneumoniae (x100).
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Introduccion

Este microorganismo, anaerobio facultativo, es auxotrofo para la colina y crece en
agar sangre con atmosfera al 5% de COz dando lugar a colonias a-hemoliticas*. Su
identificacion en el laboratorio puede llevarse a cabo mediante tres pruebas
bioquimicas: 1) solubilidad de las colonias en sales biliares (desoxicolato sédico); 2)

ausencia de actividad catalasa, y 3) sensibilidad a la optoquina (Figura 1.2).

Figura 1.2. Crecimiento de S. pneumoniae en agar sangre con sensibilidad a la optoquina.

No obstante, algunas cepas presentan resistencia a la optoquina. El peptidoglucano y
el acido teicoico son los principales componentes de la pared del neumococo. El acido
teicoico es un polimero de hidrato de carbono que contiene fosforilcolina, el cual esta
unido covalentemente al peptidoglucano en la superficie externa de la pared
bacteriana. El acido teicoico y fragmentos estrechamente adheridos del
peptidoglucano componen el polisacarido C, el cual esta presente en todas las cepas

de S. pneumoniae®.

1.1.2 Factores de virulencia

La habilidad del neumococo para sobrevivir dentro del hospedador esta relacionada
con el genotipo bacteriano el cual determinara la expresion de una serie de genes de
virulencia involucrados en la interaccion patégeno-hospedador, situacion que le
permitira resistir el estrés fisiologico y ambiental®. S. pneumoniae presenta numerosos

factores de virulencia entre los que destacan los descritos a continuacion (Figura 1.3).
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Capsula
polisacarida

Pared celular

Membrana O

O Py

Citoplasma

Figura 1.3. Representacion esquematica de los principales factores de virulencia de S.
pneumoniae y localizacién en la bacteria (citoplasma, membrana, pared celular y capsula
polisacarida). Ply: Neumolisina, Aly: Autolisina, PspA y PspB: proteinas de superficie Ay

B respectivamente.

Capsula polisacarida:

La capsula, constituida por un polisacarido complejo variable en diferentes cepas
(CPS: capsular polysaccharide), es el factor de virulencia mas importante, ya que las
cepas capsuladas son capaces de eludir la accion fagocitaria mediada, o no, por el
sistema del complemento’. Hasta la fecha se han identificado al menos 97 serotipos
de S. pneumoniae en funcion de diferencias antigénicas. Practicamente la totalidad
de los aislados clinicos de S. pneumoniae estan rodeados por CPS constituyendo la
piedra angular de la patogénesis de las infecciones neumococicas. No obstante, se
han documentado casos de cepas no capsuladas implicadas en brotes de

conjuntivitis®.
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Introduccion

Ademas, la capacidad antigénica de la CPS es la base de las actuales vacunas, ya
que los anticuerpos anti-capsulares son los que confieren principalmente la proteccion
frente a la enfermedad neumocdcica’. Asimismo, cada serotipo presenta unas
propiedades intrinsecas que condicionaran la interaccion con el hospedador. De este
modo, las cepas de los serotipos 3, 7F y 19A son encontradas habitualmente en la
poblacion adulta, especialmente a partir de los 65 afios®. Mientras que los serotipos 1,
4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F afectan principalmente a la poblacién
pediatrica’®. No obstante, tras la implantacién generalizada de la vacunacion
antineumocécica en los paises desarrollados la casuistica esta cambiando debido al

remplazo por serotipos no incluidos en las vacunas™'.

Neumolisina:

Es una toxina con efecto proinflamatorio, la cual estimula la produccién de TNF, IL-1
e IL-8 en macréfagos, células dendriticas, epiteliales y endoteliales, lo que potencia la
patogénesis y diseminacion de la bacteria. Ademas, inhibe directamente la migracion
de neutrdfilos y activa la via clasica del complemento, lo que disminuye las reservas

de complemento’?.

Autolisina:

La autolisina neumocodcica es un factor de virulencia implicado en la autolisis, asi como
en la lisis inducida por penicilinas'. La funcién in vivo de la autolisina sigue siendo
controvertida. En modelos murinos, las cepas de neumococo deficientes en este
componente son menos virulentas que las cepas salvajes, aunque no esta claro como
contribuye a la virulencia de la bacteria. La liberacién de otros factores de virulencia
tras la lisis bacteriana como proteinas implicadas en la evasién inmunitaria podria ser

una explicacioén plausible?.

Proteinas de superficie:

Las proteinas de superficie son un importante factor de virulencia de S. pneumoniae
ya que participan activamente en la interaccidn patégeno-hospedador. Presentan un
importante potencial inmundgeno lo que las convierte en candidatas perfectas para el

desarrollo de nuevas vacunas como antigenos proteicos.
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Introduccion

Las proteinas de union a la colina (LytA, LytB, LytC, PspA, PspC), son algunas de las
representantes mas relevantes de este grupo'. La LytA es la autolisina responsable
de la autolisis celular por hidrdlisis del peptidoglucano. Durante este proceso se
produce la liberacion de productos derivados de la degradacion de la pared celular,
asi como de la neumolisina, lo cual produce una inflamacion generalizada a nivel
endotelial’™®. Esto permite la diseminacion de la bacteria a través del torrente
circulatorio. La LytB ha sido relacionada con el proceso de adhesion a células de
nasofaringe humana durante el proceso de colonizacién y con la evasion de la

fagocitosis mediada por el sistema del complemento™®.

La LytC también es una lisozima que contribuye a la virulencia al liberar otros factores
de virulencia y mediadores inflamatorios'®. La PspA interfiere en la activacion de la via
clasica del complemento y permite evadir la actividad de la via alternativa del
complemento mediada por el factor B'". La PspC es una adhesina que favorece la

colonizacién de la nasofaringe humana, asi como la transicidn a través del epitelio™®.

1.1.3 Sensibilidad antibiética

Hasta 1977 practicamente la totalidad de aislados de S. pneumoniae inhibian su
crecimiento con concentraciones de penicilina <0,06 pg/mL. Ese afo se describio el
primer caso de resistencia del neumococo a la penicilina asociado a fracasos
terapéuticos, especialmente en meningitis’®. Aislados de neumococo con una
concentracion minima inhibitoria (CMI) <0,06 ug/mL se consideraron sensibles a la
penicilina y aquellos con una CMI >0,12 ug/mL, resistentes. En 2008 las definiciones
de sensibilidad a la penicilina se modificaron segun el lugar de la infeccion, haciendo
una distincion clara entre meningitis y otros cuadros clinicos'. Actualmente, segun el
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) una CMI 0,06
Mg/mL se considera sensible con independencia del tipo de cuadro clinico, mientras
que para la definicion de resistente diferencia la meningitis (CMI >0,06 ug/mL) del

resto de cuadros clinicos (CMI >2 ug/mL)%.
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Los betalactamicos (penicilinas y cefalosporinas) son el tratamiento de eleccion de las
infecciones neumocdcicas, aunque pueden emplearse otros antibidticos, asi como
combinaciones de estos en funcion de la gravedad del cuadro clinico y del tipo de
paciente. En infecciones no complicadas como la otitis media, la sinusitis o la
neumonia no grave puede emplearse amoxicilina, levofloxacino o moxifloxacino. En
infecciones invasivas graves se utilizan farmacos de mayor espectro como
ceftriaxona, cefotaxima, linezolid o vancomicina, entre otros?'. En Espaiia, el 20% de
las cepas tienen resistencia intermedia a penicilina y menos del 5% resistencia de alto
nivel; ademas, el 20% de los aislados son resistentes a macrolidos y cerca del 2% a

levofloxacino®.

1.1.4 Sintomatologia y manifestaciones clinicas

El principal mecanismo de transmision de S. pneumoniae es a través del contacto
directo persona-persona mediante las secreciones respiratorias del portador/enfermo
e individuos sanos. La propagacion de la bacteria a través de fomites, aunque mucho
menos habitual, también ha sido demostrada ya que el neumococo puede crear
biopeliculas en objetos inanimados y sobrevivir durante periodos de tiempo
prolongados en el medio ambiente??. En las primeras semanas de vida, la prevalencia
de colonizacion se situa en torno a un 10%, llegando a presentar un pico del 70-100%
en el primer afo de vida. En la edad adulta estos valores descienden por debajo de
un 5%. La mayoria de los episodios de colonizacidn son asintomaticos, ya que el
hospedador es capaz de eliminar la bacteria??-24.

En algunas ocasiones, se dan las condiciones optimas para que el neumococo se
adhiera y multiplique en el epitelio (infecciones virales previas, microbioma
polimicrobiano, neuraminidasas neumocacicas...) y de esta forma consiga propagarse
a otros tejidos y érganos dando lugar a infecciones?®. La Figura 1.4 esquematiza los

procesos de transmision, colonizacion e invasion de S. pneumoniae en el hospedador.
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Figura 1.4. Procesos de transmision, colonizacion e invasion de S. pneumoniae en el
hospedador. Una vez que el neumococo ha colonizado la nasofaringe, puede invadir otras
zonas adyacentes como los senos paranasales, la trompa de Eustaquio, la traquea, y el arbol
bronquial dando lugar a cuadros clinicos tales como otitis, sinusitis o incluso neumonia. Esta
situacion suele aparecer en individuos susceptibles o con factores predisponentes tras
superar los mecanismos locales de aclaramiento de la bacteria. En ocasiones, tras
diseminacion hematogena, el neumococo consigue acceder al sistema nervioso central, el
endocardio, las articulaciones o la cavidad peritoneal, entre otras localizaciones produciendo

cuadros invasivos graves.

Las infecciones por S. pneumoniae son responsables de 1,6 millones de muertes
anuales en el mundo?®, constituyendo la enfermedad prevenible por vacunas con
mayor mortalidad en poblacion infantil, ancianos, inmunodeprimidos?’ e
inmunocompetentes con factores de riesgo. En la Tabla 1.1 se resumen los factores

que predisponen a padecer una infeccion por S. pneumoniae?®.
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Tabla 1.1. Factores que predisponen a padecer una infeccion por S. pneumoniae.

Factor Situaciones predisponentes

Mayor riesgo de exposicion

Factores locales (favorecen Ia

localizacion y dificultan el
aclaramiento mucociliar)

Déficit en la produccion de

anticuerpos

Déficit de factores del complemento
Neutropenia

Alteracion de la quimiotaxis
leucocitaria

Disminucion del aclaramiento
bacteriano

Multifactorial

Otros

Residencias de ancianos/discapacidad, guarderias,
prisiones, albergues

Colonizacioén, infeccion viral previa, asma bronquial, EPOC,
tabaquismo, insuficiencia cardiaca, intubacién,
broncoaspiracion, disminucion del nivel de conciencia
Primaria: agamma e hipogammaglubulemia, déficit de
subclases de IgG

Secundaria: mieloma multiple, linfoma, leucemia linfocitica
cronica, VIH

C1,C2,C3b, C4

Neutropenia ciclica, quimioterapia, aplasia medular

Alcoholismo, cirrosis  hepatica, diabetes  mellitus,
insuficiencia renal crénica, corticoides
Asplenia congénita o esplenectomia
Edades extremas, desnutricion, diabetes mellitus,
corticoides, enfermedades cronicas, alcoholismo,

hospitalizaciones prolongadas

Cansancio extremo, exposicion al frio, estrés

Dentro de la patogénesis asociada a S. pneumoniae se diferencian procesos invasivos

que se engloban dentro de la enfermedad neumocécica invasiva (ENI), y no invasivos.

La ENI se define como el aislamiento de S. pneumoniae, la deteccién de su acido

nucleico o de sus antigenos en una localizacion habitualmente estéril como sangre,

LCR, liquido sinovial, liquido pleural, etc.
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Los cuadros clinicos mas caracteristicos de la ENI son: bacteriemia, endocarditis,
artritis séptica, empiema, pericarditis, peritonitis y meningitis; todos ellos con elevada
mortalidad asociada?®. En Galicia, un estudio realizado durante 2 afios estimé que la
tasa de letalidad por ENI fue del 16,5%, llegando al 23,3% en mayores de 75 afios®;
en Andalucia, la letalidad media por ENI fue de un 20% en el 2010%°; en Madrid en el
periodo 2007-2009%, la letalidad media fue del 11,1% y en la Comunidad Valenciana,
la letalidad media en el periodo 2007-2012 fue del 15,5%. En esta misma comunidad
auténoma, aunque ha disminuido la prevalencia de ENI en el periodo 2007-2016, ha
aumentado el numero de pacientes hospitalizados por ENI, a pesar de que la mayoria
de ellos habia sido previamente vacunados®'.

Entre los cuadros no invasivos producidos por S. pneumoniae destacan la otitis, la
mastoiditis y la neumonia. La invasividad no es requisito indispensable para la
gravedad de la infeccion, puesto que en Espaia S. pneumoniae es responsable de
hasta el 63,7% de las neumonias adquiridas en la comunidad (NAC) segun series®?,
con un total de 75.932 muertes en adultos a partir de los 50 afios en el periodo 2003-
200733, La gravedad y globalidad de estas infecciones, unidas al incremento de la
resistencia a los antibioticos observada en los ultimos afios, convierten a la vacunacion

en un recurso sanitario muy valioso para su prevencion.

1.1.5 Vacunas neumocodcicas

La vacunacién con polisacaridos capsulares es la base del control de la enfermedad
neumococica. Actualmente se dispone de dos tipos de vacunas de amplia utilizacién,
las vacunas neumococicas conjugadas (VNC) y las vacunas neumococicas
polisacaridas (VNP). Las VNC contienen polisacaridos capsulares conjugados con la
proteina transportadora CRM197. Esta conjugacion produce: i) una respuesta timo-
dependiente con inducciéon de memoria inmunoldgica, mediada por células B, ii) una
elevacion rapida de los niveles de IgG, sobre todo de IgG1, la cual fija bien el
complemento, de importancia capital para la fagocitosis bacteriana, y iii) no provoca
fendmeno de tolerancia o hiporrespuesta tras dosis repetidas®.
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Todas estas caracteristicas las convierten en candidatas idéneas para su utilizacion
tanto en nifios como en adultos. Por otra parte, las VNP son poco inmundgenas por
debajo de los 18 meses de edad, su inmunidad se reduce con el tiempo y genera
tolerancia®®. Por esta razon se administran Unicamente en poblacion adulta. En la
Figura 1.5 se indican los serotipos de las diferentes vacunas antineumocécicas

comercializadas hasta la fecha.

SEROTIPOS
[+ ]3]« ]o]efoa ] ov ]t [ton [ tor | ze [z |soF o [on [ | ar [ 158 [z [oN e | 2 |

VACUNAS NEUMOCOCICAS CONJUGADAS

KCCCEN N A A
HNNEEEEEEENEN .

VACUNAS NEUMOCOCICA POLISACARIDA

Figura 1.5. Serotipos incluidos en las diferentes vacunas antineumocdcicas

comercializadas. *Vacunas utilizadas actualmente en Espafia.

En Espafa, la vacunacion sistematica con VNC (VNC7, VNC10, VNC13) en la edad
pediatrica se introdujo en 2015 (y en todas las Comunidades Autdbnomas en 2016);
aunque, desde su comercializacion en 2001, se ha administrado a la poblacién infantil
s6lo por prescripcion privada. Actualmente, y siguiendo las recomendaciones de la
Asociacion Espanola de Pediatria, el calendario vacunal completo para neumococo
debe incluir 3 dosis de VNC13 o VNC20 (de reciente comercializacion en Espafia), las
2 primeras a los 2 y 4 meses, con un refuerzo a partir de los 11 meses de edad®. En
la poblacion adulta se recomienda vacunar con VNP23 a los mayores de 65 afos, sin
necesidad de dosis de refuerzo salvo en casos especiales, y con VNC13 o VNC20 a
la poblacion adulta perteneciente a grupos de riesgo (inmunodeficiencia,

enfermedades cronicas, implantes cocleares, etc.).
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Pese a la amplia utilizacion de estas vacunas, la NAC y la ENI por S. pneumoniae son
dos de las enfermedades infecciosas con mayor prevalencia en paises con amplia
cobertura vacunal. Segun el European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), la incidencia de ENI global en Europa en 2015 fue de 5,6 casos por 10°
habitantes®”. Desde la comercializacion de las vacunas antineumocdcicas, se han
realizado multiples estudios para evaluar la eficacia de las mismas, asi como la
relacién coste-efectividad. Por lo que respecta a la VNP23, Bouza et al.,, en un
metaanalisis realizado en 2013, mostraron que la efectividad de la VNP23 en personas
inmunocompetentes fue del 50-80% en la prevencidn de la ENI, pero sin demostracién
concluyente de proteccion frente a la neumonia no bacteriémica®®. En pacientes
pertenecientes a poblaciones de riesgo, otro metaanalisis mostr6 que no hubo
evidencia de proteccion con la VNP23, ni de reduccion de la neumonia, ni de la
mortalidad®®. Un ensayo clinico realizado en pacientes infectados por el VIH en
Uganda con VNP23 frente a placebo observo la ausencia de eficacia vacunal para la

prevencion del primer episodio de ENI40,

Otro estudio realizado en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, tratados
con anti-TNF o con inmunosupresores combinados (anti-TNF vy tiopurinas), ha
mostrado que la inmunogenicidad de la VNP23 se ve disminuida*'. En el Reino Unido
donde la cobertura vacunal de la poblacion alcanza el 75%, no se evidencié la
efectividad vacunal de la VNP23 en poblacién con enfermedad de base ni en mayores
de 75 afos*?.

El uso de la vacuna VNC13 en nuestro pais se asocia con una reduccion en la tasa
de incidencia de hospitalizaciones por ENI del 55% (p<0,001), en nifios menores de
15 afos, y de hasta un 63% (p<0,001) en nifios de entre 12 y 24 meses*3. Estos datos
se asemejan a los obtenidos en otros paises como Reino Unido o EE.UU.%4. Pese a
que la VNC13 muestra mejor perfil de eficacia que la VNP23, en algunos estudios la
respuesta en mayores de 60 afios es menor de la esperada*s, asi como en pacientes

con leucemia linfocitica cronica®®.
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Es dificil de estimar el impacto coste-efectivo de la vacunacion antineumocécica en
adulos con enfermedad de base. Un estudio realizado en 10 paises europeos, incluido
Espaia, evalud el impacto econdmico de la utilizacion de la VNP23 para prevenir la
ENI en adulto. La vacunacion fue coste-efectiva en todos los paises y en Espafia los
costes por QALY en adultos =65 arios fueron de 9.187 euros*’. Sin embargo, estudios
posteriores realizados en Alemania mostraron que la estrategia de vacunar a adultos

con VNC13 resultd mas coste-efectiva que vacunar con VNP23 y que no vacunars,
1.1.6 Epidemiologia de la ENI en la Comunidad Valenciana

Desde el 1 de enero de 2007, la ENI es una enfermedad de declaracion obligatoria
(EDO) en la Comunidad Valenciana, registrandose los casos mediante el sistema AVE
de Vigilancia Epidemiologica. Este sistema recopila automaticamente informacion
sociodemografica y de cobertura vacunal. Ademas, la Red de Vigilancia
Microbiolégica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA) integra en tiempo real los
resultados microbioldgicos de los hospitales en el sistema AVE3'.

Las cepas de neumococo aisladas en muestras clinicas por los diferentes laboratorios
de microbiologia de la Comunidad Valenciana, que cumplen con la definicion de caso
de ENI, son remitidas para su serotipado al laboratorio de referencia. Hasta 2019,
estas cepas eran enviadas al Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe (HUP La Fe); sin embargo, a partir de 2020, el Hospital General
Universitario de Valencia actua como laboratorio de referencia. Con toda la
informacion recopilada, el Servicio de Vigilancia y Control Epidemioldgico elabora un
informe anual de la vigilancia epidemiologica de la ENI en la Comunidad Valenciana,
el cual es de acceso libre a través del portal de la Conselleria de Sanitat i Salut Publica.
La Figura 1.6 muestra la distribucion anual del numero de casos notificados de ENI
en la Comunidad Valenciana, asi como el porcentaje de vacunaciéon de los mismos,
desde el 2011 al 20233".
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Figura 1.6. Distribucion anual de casos de ENI en la Comunidad Valenciana (2011-2023).

En la Tabla 1.2 se resumen algunas de las caracteristicas generales de los casos de
ENI en la Comunidad Valenciana desde el 2014 al 20233".

Tabla 1.2. Caracteristicas de los casos de ENI en la Comunidad Valenciana (2014-2023).

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Casos notificados 360 373 374 466 618 557 304 212 360 580
Tasa de ENI (por 105) 7 7.4 7.5 9.4 125 11,14 6,04 4,16 695 111

Enfermedad de base (%) | 67,5 694 69,8 71 683 657 684 684 608 65,86

Letalidad (%) 192 185 174 169 158 158 155 203 11,7 13,1
Hospitalizacion (%) 931 925 949 923 935 91 934 953 942 933
Sepsis 86 94 76 104 151 141 73 59 81 129
Meningitis 47 53 59 61 67 56 35 31 42 84

Neumonia 179 173 192 244 337 279 165 91 190 208
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1.2 Métodos de medicion de la respuesta vacunal a las vacunas

antineumococicas

Desde un punto de vista clinico, no es facil valorar la efectividad real de las vacunas
antineumocdcicas, sobre todo en grupos de riesgo e inmunodeprimidos, a pesar de
que representan el grupo de poblacion diana para el uso de estas vacunas, por
la mayor morbi-mortalidad asociada de la ENI. La OMS ha definido los siguientes
criterios serologicos de proteccion conjunta para todos los serotipos frente a ENI: un
titulo 20,35 pg/ml de anticuerpos IgG anti-CPS (enzimoinmunoensayo; ELISA) y una
actividad opsonofagocitica (OPA) del suero 21/8 un mes después de la

primovacunacion.

Los titulos protectores frente a neumonia y frente a la otitis media aguda (OMA) estan
peor definidos, pero es probable que para la primera se necesiten titulos 3-4 veces
superiores a los de la ENI, mientras que para la segunda son necesarios titulos >10
veces superiores®®. Pese a que el ELISA es la técnica gold standard, puede
considerarse tediosa debido a los numerosos pasos técnicos y de manipulacion
necesarios, dificultando su utilizacion de manera rutinaria. Con esta premisa surge la
necesidad de desarrollar nuevos métodos analiticos que cuantifiquen la eficacia

vacunal sobre todo en pacientes de especial riesgo, como los inmunodeprimidos.
1.2.1 Radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo (RIA) es uno de los métodos clasicos para la medicion de la
respuesta vacunal. Se trata de un método radioinmunocéntrico basado en la formacién
especifica de complejos antigeno-anticuerpo. El RIA mide la interaccién entre los
anticuerpos anti-CPS presentes en el suero de pacientes vacunados y epitopos de las
vacunas neumocdcicas por radiometria®®. En la Figura 1.7 se esquematizan las

etapas del RIA para la deteccidon de anticuerpos anti-CPS en suero.
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Figura 1.7. Etapas del método de RIA para la determinacion de anticuerpos anti-CPS en

suero.

A pesar de su alta sensibilidad, la falta de especificidad, los problemas de seguridad
relacionados con la utilizacién de polisacaridos neumocadcicos radiomarcados y su
coste elevado han contribuido a remplazar esta técnica, casi en su totalidad, por el
método de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)*°. Ademas, un
estudio mostré la ausencia de correlacién entre la respuesta de los anticuerpos
antineumocdécicos medidos por RIA con la frecuencia/gravedad de las infecciones en

pacientes con inmunodeficiencia 5.
1.2.2 Hemaglutinaciéon

Las pruebas de hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglutinacion se basan en la
capacidad de algunos patdégenos para aglutinar los eritrocitos. En el caso de la
deteccidon de anticuerpos antineumocdcicos, los glébulos rojos humanos recubiertos
de polisacarido neumocaocico se mezclan con una muestra de suero del paciente y se

documenta la mayor dilucion a la que se produce aglutinacion.
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Aunque estas pruebas son especificas de serotipo o subtipo y arrojan una
sensibilidad aceptable, su estandarizacion no es sencilla, por lo que no se ha
generalizado su uso para evaluar la respuesta vacunal a S. pneumoniae®?. En la
Figura 1.8 se representa el proceso de hemaglutinacion para la deteccion de

anticuerpos anti-CPS de S. pneumoniae.

Proceso de tapizacion o recubrimiento de los hematies

. o -
"t.iz. [ Q

Serotipo capsular Hematies Hematies tapizados
especifico

Hemaglutinacion

Mayor dilucién del suero
con hemaglutinacién
positiva

Figura 1.8. Etapas del método de hemaglutinacion para la determinacion de anticuerpos

anti-CPS en suero.

1.2.3 ELISA

Debido en gran parte a las limitaciones ya mencionadas, el RIA y la hemaglutinacion
han sido reemplazadas por técnicas de ELISA. Esta metodologia utiliza un enzima

como marcador para medir la formacion de complejos antigeno-anticuerpo.
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Esta técnica presenta multiples ventajas entre las que destacan: i) elevada
sensibilidad, exactitud y especificidad, ii) equipamiento y reactivos relativamente
baratos y de larga vida, iii) procedimientos técnicos rapidos y sencillos, y iiii) gran
variedad de sustratos y cromogenos que incrementan sustancialmente su

versatilidad®2:53,

Estos ensayos se apoyan en tres caracteristicas biologicas fundamentales: la
extraordinaria especificidad de los anticuerpos, la alta selectividad y el elevado poder
catalitico de las enzimas. La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta generalmente
mediante un cambio de color o la emisién de luz, producidos por la interaccién de la
enzima y su sustrato. Ambos efectos son cuantificables y proporcionales a la
intensidad de la interaccion®*. La técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos
antineumocdcicos se desarrollé y perfeccion6 durante las décadas de 1980 y 1990 y
en la actualidad continua siendo una de las técnicas mas utilizadas en la practica
clinica habitual. La primera generacion de ELISA para detectar anticuerpos
antineumocécicos tendia a sobreestimar los niveles de anticuerpos debido a la

presencia de anticuerpos no protectores.

Los ensayos de segunda generacién consiguieron eliminar algunos de estos
anticuerpos no funcionales mediante le preabsorcion de sueros de prueba con
polisacarido de la pared celular del neumococo, pero seguian sin ser especificos. La
tercera generacion de ELISA mejoré la especificidad mediante la preabsorcion con
polisacarido 22F en la placa y consigui6 eliminar los anticuerpos no funcionales. Por
esta razon se ha adoptado como técnica gold standard recomendada por la OMS
(WHO ELISA), (Figura 1.9)*9:52-55,
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Figura 1.9. Esquema del ELISA de la OMS (WHO ELISA) para la determinacion de
anticuerpos IgG anti-CPS.

El ELISA de la OMS utiliza micropocillos recubiertos con polisacaridos de S.
pneumoniae especificos de cada serotipo, a los que se uniran los anticuerpos 1gG
presentes en el suero, para posteriormente reaccionar con el sustrato cromogénico.
La densidad 6ptica obtenida tras la interaccion se correlacionara con la concentracion
de anticuerpos. Esta técnica se utilizé ampliamente en la evaluacién y autorizacién de
vacunas neumocdcicas, particularmente en vacunas conjugadas en nifos. El titulo de
anticuerpos IgG antineumococo medido por el ELISA de la OMS se establecié como
criterio de valoracion de la eficacia primaria para la autorizacion inicial de las vacunas

conjugadas en lactantes®®.

La OMS ha establecido un punto de corte de 0,35 yg/mL de anticuerpos IgG para
autorizar el uso de vacunas contra la ENI en nifios. Sin embargo, este umbral podria
ser mayor en infecciones que requieran titulos mas altos de anticuerpos, como la
neumonia o la otitis media. Ademas, los niveles de proteccion vacunal pueden variar
segun el serotipo y la variabilidad del paciente. Por lo tanto, es importante tener en

cuenta estos factores al evaluar la eficacia de las vacunas contra la ENI57:%9,
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1.2.4 Ensayos multiplexados (micromatrices)

En los ultimos afos los ensayos de micromatrices han emergido como una de las
tecnologias mas notables e innovadoras entre las que se dispone actualmente para el
analisis de moléculas bioldgicas de distinta naturaleza. Se basan en la medicién de
interacciones especificas entre las moléculas capturadas (antigenos, anticuerpos,
proteinas, péptidos) en la superficie de la micromatriz y la muestra problema (suero,
sangre, liquidos bioldgicos, etc.) mediante quimioluminiscencia, fluorescencia o
colorimetria. Este método permite el analisis simultaneo de multiples moléculas en
una sola muestra, siendo valioso tanto para la investigacion como para el

diagnostico®®.

Dado que la técnica de ELISA de la OMS requiere la realizacion de un ensayo
independiente para cada serotipo analizado, la inclusién de serotipos adicionales en
las vacunas neumococicas conjugadas supuso un aumento del coste. Por esta razon
los ensayos de micromatrices, y mas concretamente los ensayos de matriz de
microesferas multiplex (Luminex), han ido reemplazando al ELISA ya que permiten
medir anticuerpos antineumococo contra multiples serotipos en una sola muestra de

suerob0-62,

Los anticuerpos antineumocdcicos presentes en el suero se unen con cada uno de
los serotipos de S. pneumoniae presentes en la superficie de la micromatriz o que se
traduce en una senal de fluorescencia proporcional a la intensidad de la interaccion.
A mayor cantidad de anticuerpos antineumocdcicos presentes en el suero, la

fluorescencia media emitida sera proporcionalmente mayor (Figura 1.9)83-66,
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Figura 1.10. Deteccion de anticuerpos anti-CPS de S. pneumoniae mediante ensayos

multiplexados basados en microesferas (micromatrices).

1.2.5 Ensayos de opsonofagocitosis (OPA)

Los ensayos de opsonofagocitosis (OPA) miden la capacidad que presentan los
anticuerpos seéricos de promover la fagocitosis y la muerte bacteriana y, por tanto, la
funcionalidad real de estos anticuerpos antineumocodcicos. Los ensayos clasicos
implicaban agregar suero a una mezcla estandarizada de fagocitos, complemento y
neumococos de un serotipo especifico, y luego preparar diluciones seriadas para

generar la curva de muerte bacteriana y realizar el conteo de las colonias de S.

pneumoniae (Figura 1.11)%7,
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Figura 1.11. Ensayo clasico de OPA donde se mide la mortalidad de un serotipo especifico
de S. pneumoniae.

Cada ensayo mide de manera independiente la capacidad de eliminacién de un unico
serotipo y requiere el recuento visual de las colonias, por lo que su realizacidon es
tediosa, y necesita de grandes cantidades de suero para evaluar la eficacia vacunal®®.
Para superar las limitaciones que planteaba esta metodologia mas clasica se han
desarrollado los ensayos de opsonofagocitosis multiplex (MOPA). La técnica MOPA
emplea distintos serotipos de S. pneumoniae con resistencia antibidtica distinta
permitiendo, mediante la adicién de antibidticos en agar, seleccionar el crecimiento de
serotipos especificos. Esto facilita medir la eliminacién de varios serotipos en un solo

ensayo de forma automatizada y reducir el tiempo de analisis (Figura 1.12)%°,
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Figura 1.12. Ensayo de OPA multiple (MOPA) de distintos serotipos de S. pneumoniae.
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En algunas circunstancias, la presencia de titulos de anticuerpos IgG “adecuados” o
normales en el suero no refleja una inmunidad protectora real tras la administracion
de la vacuna. Los estudios han demostrado que la poblacion pediatrica que recibio la
VNC7, que contiene polisacaridos del serotipo 19F, también produjeron anticuerpos
IgG de reaccion cruzada frente el serotipo 19A, pese a no estar incluido en la vacuna.
Sin embargo, los datos del ensayo de OPA indicaron que estos anticuerpos no eran
funcionales, ya que los "anticuerpos 19A" no opsonizaban ni eliminaban las bacterias

en el 81% de los casos®°.

Por esta razdén, los OPAs han llegado a ser herramientas indispensables para la
evaluacion de la respuesta inmune funcional y para la concesion de licencias de las
vacunas antineumocdcicas. Por consiguiente, se considera que el titulo OPA >1:8
proporciona proteccion frente a la ENI. No obstante, otros factores como la edad, el
estado inmunoldgico o las enfermedades cronicas del individuo van a influir en la

calidad de la respuesta inmunoldgica frente a la infeccion.

1.2.6 Diagnédstico de inmunodeficiencias mediante inmunoensayos

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un grupo de enfermedades causadas por
la alteracion cuantitativa y/o funcional de distintos mecanismos implicados en la
respuesta inmunoldgica. Esta condicién se traduce en una elevada susceptibilidad y
mayores recurrencias de manifestaciones clinicas, tales como dermatosis (eccemas,
exantemas, telangiectasias), citopenias, diarrea cronica, abscesos u osteomielitis
recurrentes, entre otras. El diagnostico precoz es fundamental para disminuir la
morbimortalidad de estos pacientes y mejorar su calidad de vida, asi como para

instaurar una terapia de sustitucion con inmunoglobulinas en caso necesario’®.
La Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID) establece los siguientes criterios

diagnosticos de IDP: i) disminucion marcada (al menos de 2 SD por debajo de la media

de edad) de IgG e IgA en suero; ii) ausencia de isohemaglutininas y/o escasa
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respuesta a las vacunas y/o iii) exclusibn de causas definidas de

hipogammaglobulinemia™®.

Las guias actuales también recomiendan evaluar la respuesta a vacunas de
polisacaridos, como las vacunas antineumocdcicas, y mas concretamente a la VNP23.
Asi pues, sugieren la medicion cuantitativa de los niveles basales de anticuerpos
antineumocdcicos, seguida de la repeticion de la prueba 4-8 semanas después de la
administracion de la VNP2371.72,

No obstante, las concentraciones de anticuerpos que se corresponden con proteccidn
frente a la enfermedad neumocadcica varian segun la edad, el serotipo y el lugar de la
infeccion. En adultos y de forma generalizada, 21,3 ug/mL se considera un nivel de
anticuerpos “protector” para cada serotipo. En aquellos casos en los que se produzca
un aumento de 2 veces en la concentracion de anticuerpos en al menos el 70% de los
serotipos probados, y siempre y cuando se supere el umbral protector, el paciente
habra obtenido una respuesta vacunal adecuada’™.
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1.3 Resonancia de Plasmén Superficial (RPS) como nueva metodologia para la

medicién de IgG anti-PnPs (polisacaridos de neumococo)
1.3.1 Principios de la metodologia de RPS

La Resonancia de Plasmén Superficial (RPS) es una técnica experimental precisa y
econoémica que permite evaluar interacciones moleculares entre moléculas de
diferente tamafio y naturaleza en tiempo real. Se basa en los estudios de difraccion
después de irradiar un metal con luz policromatica y en las fluctuaciones de densidad
que se propagan en una interfaz metal-dieléctrico. Otto et al. y Kretschmann et al.
(1968) describieron el fendmeno de excitacidon de los plasmones de superficie, lo que
establecio las bases para su uso en la medicion de interacciones biomoleculares’. La
RPS es ampliamente utilizada en biologia y quimica para la deteccion y cuantificacion
de moléculas en solucion, siendo una técnica potente y valiosa en la investigacion

cientifica’™.

La RPS se produce al medir la luz polarizada bajo condiciones de reflexion total interna
en una superficie metalica conductora y una interfaz entre medios de diferente indice
de refraccién’. La luz polarizada se dirige hacia la cara del cristal en contacto con el
sensor, generando un campo eléctrico en forma de onda evanescente que es
absorbida por los electrones libres presentes en la superficie de oro, generando
oscilaciones de electrones cargados ("plasmones") que reducen la intensidad de la luz
reflectada. El angulo de resonancia depende del indice de refraccidon de la solucion en
contacto con la superficie de oro y varia segun la cantidad de masa depositada,

permitiendo estudiar la asociacién entre biomoléculas’®.

Los biosensores Opticos de afinidad tienen cuatro componentes comunes: un detector
para medir los cambios de indice de refraccion, el tampdn para introducir y eliminar el
analito, la superficie del sensor donde se inmoviliza el ligando y el propio ligando. La
respuesta se mide en unidades de resonancia (UR) y se relaciona con la masa
molecular generada en la superficie del sensor tras la interaccion analito-ligando’>76.
El sensograma muestra el progreso de la unién entre ambas biomoléculas (Figura
1.13).
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Figura 1.13. Esquematizacion del proceso de RPS. 1) Inmovilizacién del ligando en la
superficie del sensor de oro mediante union covalente, 2) Preparacion de la muestra en
funcion del tipo de experimento (dilucién en tampdn de ensayo), 3) Inyeccion de la muestra,
4) Medicion de la interaccion ligando-analito a medida que este ultimo se une a la superficie
del sensor, y 5) Obtencion del sensograma (UR vs tiempo) a tiempo real.
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1.3.2 Aplicaciones tecnolégicas de la RPS en la practica clinica

La RPS apareci6 a principios de los afios 90 como una tecnologia revolucionaria con

un futuro prometedor en la practica clinica. Esta novedosa metodologia tiene la

capacidad de detectar en tiempo real, con una sensibilidad elevada y sin necesidad

de marcaje de biomoléculas, interacciones biomoleculares, lo que la convierte en una

herramienta valiosa para la investigacion y el diagnostico clinico.

Uno de los primeros estudios que demostré el potencial del RPS en la practica clinica

fue realizado por Homola et al. (1999), donde se utilizd6 RPS para detectar la

interaccidn entre la proteina de union a la inmunoglobulina G humana (IgG) y la IgG

humana’’. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se

ha utilizado RPS para la deteccidén de biomoléculas en muestras clinicas:

Diagnéstico de enfermedades infecciosas basandose en la deteccion y
cuantificacion de anticuerpos contra patdogenos especificos en muestras de
suero o plasma. Por ejemplo, para la deteccidn de anticuerpos contra los virus
Zika, SARS-Co-V-2 o de la hepatitis C y contra bacterias como Legionella

pneumophila o Helicobacter pylori en muestras de suero humano’8-20,

Evaluacion de la eficacia de medicamentos incluyendo la determinacién de
la dosis Optima o la cinética de union entre farmaco-receptor. Por ejemplo, se
ha utilizado RPS para evaluar la eficacia de los medicamentos antinflamatorios

en la union a la proteina recombinante humana de la interleucina-62".
Desarrollo de biosensores o dispositivos que pueden detectar la presencia
de biomoléculas especificas en una muestra biolégica. Por ejemplo, para la

deteccién de antigenos del virus SARS-CoV-2 en muestras de saliva®.

Deteccién de biomarcadores proteicos para el diagnéstico de multiples
enfermedades como la proteina C reactiva (115 kDa), la cual es un importante
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marcador presente en suero en determinados procesos inflamatorios

(enfermedad cardiovascular, enfermedad inflamatoria intestinal)®3.

En ocasiones, la tecnologia de RPS ha demostrado ser mas ventajosa que los
meétodos tradicionales en términos de sensibilidad, reproducibilidad y tiempo de
ensayo, como en el caso del biomarcador anexina 5, que esta relacionado con la
trombosis o el infarto de miocardio. Otra de las aplicaciones de esta novedosa
metodologia seria la monitorizacion de biomarcadores de enfermedades cronicas,
como el cancer, en fluidos biolégicos (molécula de adhesion celular
leucocitaria/CD166, transgelina-2)7484.

1.3.3 Utilizacion de RPS en el desarrollo y evaluaciéon de vacunas

La creciente conciencia publica de la emergencia de otra pandemia que requiera un
tratamiento rapido de millones de personas ha impulsado un renovado interés en las
vacunas. Los plazos de desarrollo de nuevas vacunas pueden necesitar décadas de
investigacion y esfuerzos para encontrar una formula efectiva. Para enfrentar este
desafio, la industria farmacéutica esta adoptando nuevos métodos de desarrollo, asi
como principios de fabricacién mejorados y mas flexibles para aumentar la eficiencia

de produccidén mientras se asegura la seguridad y eficacia de la vacuna.

La demanda de técnicas de caracterizacion in vitro ha aumentado, especialmente en
pruebas de rutina, en linea con la tendencia hacia la disminucién de las pruebas en
animales. En este contexto, la metodologia basada en RPS puede contribuir a la
comprension detallada de las propiedades y caracteristicas de un nuevo prototipo, asi
como de la interaccién vacuna-anticuerpo para evaluar la eficacia de una vacuna ya

comercializada’374.

Algunas de las aplicaciones de la RPS en este ambito se resumen a continuacion:

* Diseflo y caracterizacion de nuevas vacunas: la RPS avanza en la

investigacion y disefio de vacunas al proporcionar datos de caracterizacion
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precisos y exactos sobre la union entre epitopos virales o bacterianos y los
anticuerpos generados. Actualmente, esta metodologia esta empleandose en
el disefo de futuras vacunas contra el VIH-1, el virus de Epstein-Barr, la malaria

o el tétanos, entre otros®-%7.

Eficacia del adyuvante vacunal ya que permite medir la afinidad y la cinética
de la unién de los adyuvantes a los epitopos vacunales y a los receptores en
las células inmunitarias, facilitando la valoracion de su efectividad en la
potenciacion de la respuesta inmunitaria y en la mejora de la eficacia de las
vacunas. En un estudio publicado en 2015, se utiliz6 RPS para caracterizar la
interaccidn entre un adyuvante de naturaleza fosfolipidica y un antigeno de la
vacuna contra la malaria. Los resultados mostraron una mayor afinidad de
unién del adyuvante a los componentes vacunales en comparacion con otros
adyuvantes comunes, lo que sugiere su potencial como adyuvante efectivo

para esta vacuna®-9,

Control de calidad en el desarrollo de vacunas: la RPS es una herramienta
analitica de alta calidad que permite medir la recuperacion, el rendimiento y la
pureza de bacterias y virus en el proceso de fabricacién y liberacion del lote de
vacuna. De esta forma se puede seguir a tiempo real el proceso de produccion
de la vacuna y monitorizar la calidad del producto final®'.

Medicion de anticuerpos (respuesta vacunal): la técnica de RPS permite
medir la afinidad y la cinética de la union entre anticuerpo y antigeno, lo que
proporciona informacion detallada sobre la respuesta vacunal. Ademas, varios
estudios muestran una correlacion positiva entre los valores obtenidos por RPS
y los obtenidos por ELISA, que es la técnica utilizada mas ampliamente en la
practica clinica habitual. Publicaciones mas recientes muestran que la
sensibilidad de la RPS incluso llega a superar a la del ELISA estandar, lo que
sugiere que esta metodologia mejora la deteccién y medicidn de anticuerpos

vacunales en suero®'92,
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Articulo 1: Study of Paediatric Invasive Pneumococcal Disease in the 13-

pneumococcal conjugated vaccine era

S. pneumoniae es una de las principales bacterias asociadas a mortalidad en menores
de 2 afios, con una incidencia de morbimortalidad variable de acuerdo con la
demografia y exposicion a factores protectores o de riesgo. Se estima que anualmente
se producen entre 700.000 y 1.000.000 muertes en nifios menores de 5 afos, la gran
mayoria en paises en vias de desarrollo, donde la incidencia puede elevarse hasta los
100-500 casos anuales por 100.000 nifios®3. Las elevadas cifras de morbimortalidad
asociadas sobre todo a cuadros invasivos (ENI) a nivel global, han convertido a la
infeccidon neumocdcica en un problema de salud publica de intervencion prioritaria.
Las vacunas han demostrado ser inmunogénicas, eficaces y seguras y constituyen la
principal herramienta para prevenir la ENI por serotipos vacunales. Ademas, se ha
observado el llamado “efecto indirecto o de inmunidad de grupo” con una disminucion
de la incidencia de ENI en nifios y adultos no vacunados, al disminuir la colonizacion
nasofaringea en los inmunizados y, por tanto, la transmision y circulacion de serotipos

vacunales®9,

No obstante, a pesar de la disminucion significativa de la ENI debido especialmente a
las vacunas conjugadas, se ha observado un incremento de casos a expensas del
aumento de serotipos no vacunales lo que se conoce como remplazo vacunal. Al
desaparecer los serotipos vacunales del nicho ecoldgico de la nasofaringe humana,
el resto de los serotipos, adquieren una ventaja ecoldgica y, en consecuencia,

aumenta su prevalencia como colonizantes, pudiendo producir enfermedad®.

Este fenomeno tiene una génesis multifactorial en la que intervienen diferentes
factores como: las fluctuaciones naturales de los serotipos, la introduccion de nuevos
antibidticos, la aparicién de resistencias, la utilizacion de las vacunas o el incremento

del nimero de personas pertenecientes a grupos de riesgo®.

Toda esta problematica que gira en torno a la enfermedad neumocécica, incluida su
naturaleza multifactorial, la convierten en un tema de total actualidad y hace

imprescindible la implantacion y el desarrollo de programas de vigilancia activa,
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epidemioldgica y microbiolégica. En este contexto surge el interés de realizar un
estudio sobre la ENI en la poblaciéon pediatrica de la Comunidad Valenciana. Este
trabajo recoge los casos de ENI notificados en un amplio periodo de tiempo con la
finalidad de conocer la casuistica, asi como la repercusidon que ha tenido la

implantacion de la VNC13 en el calendario de vacunacion infantil.

Objetivos del estudio:

e Analizar la evolucién de los serotipos de S. pneumoniae productores de ENI en
poblacién pediatrica en la Comunidad Valenciana entre 2012 y 2022.

e Determinar las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes
(enfermedades cronicas de base, inmunodeficiencia, consumo de medicacion
inmunosupresora, etc.).

e Evaluar las tasas de cobertura vacunal antineumocécica en esta poblacion y el

impacto de las medidas de inmunizacién aplicadas en la poblacién pediatrica.
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Articulo 2: IgG antibody response to pneumococcal-conjugated vaccine
(Prevenar®13) in children with immunodeficiency disorders

Las pacientes con inmunodeficiencias (ID) sufren con mayor frecuencia infecciones
recurrentes y graves, asi como cuadros clinicos poco comunes, lo que afecta
negativamente a su salud y calidad de vida®’. La edad infantil constituye el grupo de
poblacién con mayor prevalencia de ID, especialmente de formas primarias graves,
las cuales van acompafiadas de elevadas tasas de morbimortalidad, principalmente
en los casos de inmunodeficiencia comin variable®®. No obstante, desde la
implantacion de tratamientos especificos, como la terapia sustitutiva con
inmunoglobulinas o el trasplante de progenitores hematopoyéticos, la calidad de vida
de estos pacientes ha mejorado sustancialmente, reduciéndose también la tasa de
mortalidad hasta el 20%%°. Por tanto, los nifios con sospecha de ID deben ser remitidos
al inmundlogo para la realizacion de una evaluacidén diagnostica y la instauracion

precoz de un tratamiento adecuado®-19°,

En este sentido, el laboratorio es la principal fuente de informacién diagndstica para
el cribado inicial. La cuantificacion de los titulos de anticuerpos frente a vacunas
anteriormente administradas, las subclases de IgG, las poblaciones linfocitarias y los
titulos de anticuerpos pre/postimmunizacion, junto con el contexto clinico del paciente

ayudan a orientar el diagndstico01.102,

Monitorizar la respuesta a la vacuna antineumocécica es esencial, ya que el S.
pneumoniae en uno de los microorganismos mas comunmente aislados en las
infecciones bacterianas en pacientes con ID, especialmente en las deficiencias de
anticuerpos primarios. En este contexto se basa la importancia de nuestro trabajo, en
el que hemos evaluado la respuesta vacunal a la VNC13 (pauta completa) en nifios
con ID. Ademas, hemos recogido datos sobre niveles plasmaticos de otros
componentes implicados en la respuesta inmune (poblaciones linfocitarias,
inmunoglobulinas, etc.) para establecer asociaciones entre hiporrespuesta vacunal y

concentracion plasmatica de los mismos.
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Objetivos del estudio:

e Cuantificacion del titulo de IgG anti-PnPs en suero de nifios con ID tras recibir
la pauta de vacunacion completa con VNC13 (3 dosis).

e Determinar las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes (tipo de
inmunodeficiencia, terapia inmunosupresora, terapia antiinfecciosa profilactica,
terapia de reemplazo con inmunoglobulinas, etc.).

e Cuantificacion de los niveles plasmaticos de IgA, IgM, IgG y subclases de IgG;
leucocitos y neutrofilos y poblaciones linfocitarias (CD3+T, CD4+T, CD45+T,
CD8+T, CD19+B y CD56+/CD16+ NK).

e Comparacion de los titulos de IgG anti-PnPs obtenidos tras la vacunacion en

cada uno de los grupos de estudio.

55



Justificacion y Objetivos

Articulo 3: A surface plasmon resonance-based approach for measuring

response to pneumococcal vaccine

La RPS es una técnica experimental muy potente y precisa para evaluar, con gran
sensibilidad y en tiempo real, interacciones moleculares entre ligandos de diferente
tamafio y naturaleza sin necesidad de costes elevados'®*'%5, Estudios recientes
indican que esta tecnologia podria jugar un papel fundamental en el desarrollo de
vacunas. La técnica de ELISA es la metodologia utilizada actualmente para cuantificar
las 1gGs generadas por los pacientes tras la administracion de las vacunas
antineumocdcicas en la mayoria de los hospitales espafoles. Esta técnica se
caracteriza por su sencillez, pero no debe obviarse que consta de varios pasos (mayor

probabilidad de error) y que la duracion media de su realizacion es de dos horas®%53,

A partir de estas dos premisas surge la hipotesis de nuestro estudio: “La tecnologia
de RPS podria utilizarse para medir la interaccion entre las vacunas antineumocécicas
y las IgGs generadas en pacientes vacunados”. Mediante RPS, una vez que el
proceso de inmovilizacidn de la vacuna se ha llevado a cabo, el suero del paciente
puede analizarse directamente sin necesidad de un tratamiento previo. Por otra parte,
la RPS permitiria visualizar el proceso de unién de las IgGs y la vacuna practicamente

a tiempo real para obtener datos de respuesta vacunal en minutos.

Objetivos del estudio:

e Evaluar si, mediante la técnica de RPS, es posible medir la interaccién entre
vacunas antineumocodcicas e 1gGs.

e Disefo y validacién de un protocolo de RPS que permita medir la interaccion
entre la VNC13 y las |gGs generadas en el suero de pacientes vacunados.

e Comparacion de los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA y la
RPS.
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3.1 Study of Paediatric Invasive Pneumococcal Disease in the 13-pneumococcal

conjugated vaccine era

3.1.1 Diseno del estudio

Se realizé un estudio observacional, retrospectivo y multicéntrico de todos los
episodios de ENI notificados a la Direccién General de Salud Publica de la CV en
poblacidén pediatrica (0-13 afos), entre enero de 2012 a septiembre de 2022. Se
recogieron variables epidemioldgicas, clinicas y terapéuticas de todos los casos de
ENI utilizando la Red de Vigilancia Microbiolégica de la CV (RedMIVA), el sistema de
analisis epidemioldgica (AVE) y las historias clinicas de los pacientes.

3.1.2 Definicion de los casos

El caso confirmado de ENI se definié como un resultado positivo de cultivo, reaccion
de cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real y/o prueba de antigeno de S.
pneumoniae en una localizacion normalmente estéril (sangre, liquido cefalorraquideo,

liquido pleural, liquido sinovial, etc.).

3.1.3 Serotipado de las cepas

Los reactivos utilizados para el serotipado de las cepas de S. pneumoniae fueron:

Antisueros (Denka Seiken, Tokyo, Japan)'%: contiene 8 tipos de sueros
polivalentes y 39 tipos de sueros monovalentes frente el antigeno capsular K del S.
pneumoniae. La reaccion consiste en una aglutinacion simple poniendo en contacto
la colonia de S. pneumoniae pura con el antisuero. En el caso de que la reaccién sea
positiva se observa una reaccion de aglutinacion facilmente detectable con luz sobre

fondo negro.

Prueba de Quellung (Pneumotest; Statens Serum Institut, Copenhagen,

Denmark)'?’, considerada la prueba gold standard. La técnica consta de varios pasos;
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primero en un portaobjetos de vidrio se coloca una gota del suero, a continuacion, una
gota de azul de metileno y por ultimo se afiade colonia pura de S. pneumoniae;
seguidamente se mezcla todo obteniendo una mezcla homogénea y se coloca un
cubreobjetos. La siguiente etapa consiste en observar al microscopio si se ha
producido la reaccién de Quellung, es decir, si el tamafo de la capsula ha aumentado.
Si se observa un aumento del tamafo de la capsula o agrupaciones de heumococos
de gran tamafno se considera que la reaccidn es positiva, lo que significa que el
serotipo de la cepa de S. pneumoniae es el del suero utilizado.

Inicialmente se utilizaron los antisueros (Denka Seiken, Tokyo, Japan), ya que en la
mayoria de los casos es suficiente para identificar el serotipo correcto. En las
ocasiones, en las que los resultados obtenidos tras el uso de estos antisueros no
fueron concluyentes se realizo la prueba de Quellung.

3.1.4 Cobertura vacunal y definiciéon de fallo vacunal

El estado vacunal de los pacientes se obtuvo a partir del sistema de informacion
vacunal (SIV) y de las historias clinicas. Se recogi¢ informacion sobre el tipo de vacuna
conjugada y numero de dosis administradas. Para la realizacion del estudio
unicamente fueron validas aquellas dosis de vacuna recibidas al menos 15 dias antes

del inicio del cuadro clinico de ENI.

Los pacientes que recibieron el numero correcto de dosis de VNC acorde con su edad
fueron considerados como correctamente vacunados. Consecuentemente, la ENI
producida por serotipos incluidos en las vacunas conjugadas en pacientes

correctamente vacunados fue considerada como fallo vacunal'°8.

3.1.5 Sujetos del estudio

Con la finalidad de evaluar la posible asociacion entre las enfermedades crénicas de
base y el riesgo de desarrollar un episodio de ENI, los pacientes fueron agrupados en

4 grupos:
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e Sanos: pacientes sin ningun factor de riesgo asociado a un incremento del
riesgo de ENI publicado con anterioridad'%.

e Enfermedades respiratorias crénicas: pacientes con cualquier tipo de
enfermedad que comprometa el correcto funcionamiento de las vias
respiratorias (asma, alergia cronica, otitis cronica de repeticion, enfermedad
pulmonar cronica, etc.).

¢ Inmunodeficiencias: pacientes con diagnéstico confirmado de
inmunodeficiencia primaria o secundaria®°.

e Enfermedades neurolégicas: pacientes con enfermedades cronicas del
sistema nervioso, incluidas aquellas que son resultado del crecimiento anormal
del tejido blando, huesos de la cara y cabeza (quistes cerebrales, anomalias

craneofaciales, epilepsia, etc.).

3.1.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa R Project for
Statistical Computing versidn 4.3.2 y las pruebas estadisticas utilizadas fueron el
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba exacta de Fisher. Se considero

estadisticamente significativo un valor de p <0,05.
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3.2 1gG antibody response to pneumococcal-conjugated vaccine (Prevenar®13)

in children with immunodeficiency disorders

3.2.1 Diseno del estudio

Se realizé un estudio observacional y retrospectivo en el HUP La Fe, en el periodo
comprendido entre noviembre de 2018 y mayo de 2022. El estudio se llevd a cabo en

el Servicio de Microbiologia en colaboracion con el Servicio de Inmunologia Pediatrica.

Los criterios de inclusion fueron: (a) nifios menores de 12 afios atendidos en el
Servicio de Pediatria del HUP La Fe; (b) diagndstico confirmado o sospecha de
inmunodeficiencia (antecedentes familiares, sindrome no filiado, infecciones
bacterianas recurrentes o atipicas, etc.); (c) pauta vacunal neumococica completa (3
dosis) con VNC13.

Se excluyeron todos los pacientes que cumplian alguno de los siguientes criterios: (a)
pautas vacunales diferentes (VNC7, VNC10, VNC20, VPN23) o numero de dosis de
VNC13 distintos; (b) pacientes con antecedentes de infeccion invasiva/no-invasiva por
S. pneumoniae recogidos en los historiales clinicos del HUP La Fe.

3.2.2 Variables recogidas

Se incluyeron variables demograficas, clinicas (ID, tratamiento inmunosupresor, etc.)
y analiticas: a) titulo de anti-PnPs IgG tras recibir 3 dosis de VNC13; b) niveles de IgA,
IgM, 1gG, y subclases de IgG en suero; c) niveles de leucocitos y neutrofilos; y d)
poblaciones linfocitarias (CD3+T, CD4+T, CD45+T, CD8+T, CD19+B y CD56+/CD16+
NK).
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3.2.3 Sujetos del estudio

Los pacientes fueron agrupados en 4 grupos de acuerdo con el sindrome de

inmunodeficiencia de cada uno de ellos, siguiendo las guias de la European Society

for Inmunodeficiencies (ESID):

Inmunodeficiencia primaria (IP): pacientes con diagnéstico confirmado de IP.
Inmunodeficiencia secundaria (IS): pacientes con diagndstico confirmado de
IS (cancer, disfuncion esplénica, tratamiento inmunosupresor, etc.).
Inmunodeficiencia mixta: pacientes con diagnodstico de IP con tratamiento
inmunosupresor cronico.

Posible inmunodeficiencia: pacientes bajo especial control por sospecha

elevada de un sindrome con afectacion inmunoldgica no filiado.

3.2.4 Técnicas utilizadas para la medicién de variables analiticas

ELISA: las muestras de suero se recogieron al menos a las 4-6 semanas post-
vacunacion (3 dosis de VNC13). La cuantificacion de los niveles de anti-PnPs
lgG fue realizada mediante el kit comercial VaccZymeTM Anti-PCP 1gG
Enzyme Immunoassay Kit (The Binding Site Group, Birmingham, UK),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En funcién del titulo de anticuerpos
los pacientes fueron clasificados en: a) respondedores (anti-PnPs IgG >50
mg/L); y b) no respondedores (anti-PnPs IgG <50 mg/L).
Inmunoturbidimetria: para la cuantificacion de niveles plasmaticos de IgA, IgM
e IgG (Abbot® Alinity, lllinois, EEUU).

Nefelometria: para la medicion de las subclases de 1gG (Siemens BNII®
human IgGSc assay, Mississauga, Canada).

Citometria de flujo: para la determinacion de las poblaciones linfocitarias
(CD3+T, CD4+T, CD45+T, CD8+T, CD19+B y CD56+/CD16+ NK).
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3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los programas R Project for Statistical
Computing version 4.3.2 y SPSS 21.0.152 Statistical software (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). El test t y el ANOVA fueron las pruebas paramétricas seleccionadas para el
analisis; mientras que la prueba U de Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis lo
fueron para las no paramétricas. La prueba exacta de Fisher fue utilizada para
comparar variables categoricas. Se consideré estadisticamente significativo un valor
de p <0,05.
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3.3 A surface plasmon resonance based approach for measuring response to

pneumococcal vaccine

3.3.1 Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio comparativo entre la técnica gold standard para la cuantificacion
de anti-PnPs IgG en suero (ELISA) y la novedosa metodologia de RPS. Para la
elaboracion del mismo colaboraron los servicios de Medicina Preventiva y
Microbiologia del HUP La Fe junto con la Unidad de Descubrimiento de Farmacos
(Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe). Los pacientes con las siguientes
condiciones fueron excluidos: a) menores de 18 afios; b) infeccibn neumocdcica
pasada conocida; y c) antecedentes de haber recibido alguna dosis de VNC13 en los

ultimos 5 anos.

3.3.2 ELISA para la cuantificacién de anti-PnPs IgG

Las muestras de suero se recogieron, al menos a las 4-6 semanas post-vacunacion
(1 dosis de VNC13), en el Servicio de Medicina Preventiva del HUP La Fe. La
cuantificacion de los niveles de anti-PnPs IgG fue realizada mediante el kit comercial
VaccZymeTM Anti-PCP IgG Enzyme Immunoassay Kit (The Binding Site Group,
Birmingham, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 3.1A-B). En
funcién del titulo de anticuerpos los pacientes fueron clasificados en: a) no
respondedores (anti-PnPs IgG <50 mg/L); b) respondedores (anti-PnPs IgG= 51-270
mg/L); y ¢) super o altamente respondedores (anti-PnPs IgG >270 mg/L).

3.3.3 Purificacion de las IgGs totales

Previa al experimento de RPS, se incorpor6 esta etapa para asegurar que la sefal
(UR) obtenida no se debia a interacciones inespecificas entre la VNC13 inmovilizada

en la superficie del chip y otras proteinas presentes en el suero, como la albumina.
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Las IgGs totales fueron purificadas a partir del suero de los pacientes mediante
cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC, por sus siglas en inglés)
en el AKTA pure chromatography system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) con la
utilizaciéon de columnas quelantes de alto rendimiento (HiTrap HP) con Proteina G
Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

El proceso de purificacion constaba de varios pasos, asi como de una etapa post-
purificacion para asegurar la calidad del mismo (Figura 3.1C). El suero de los
pacientes diluido (1:35, v/v, en 20 mM NaH2 PO4 buffer, pH = 7) fue aplicado sobre la
columna HiTrap Protein G HP a 1 ml/min, y fue eluido posteriormente usando un buffer
de glicina (100 mM glicina, pH= 2,7; 1ml/min). Las fracciones de elucidon que contenian
las 1gGs (detectadas mediante SDS-PAGE) fueron dializadas frente a un buffer de
HEPES (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH = 7.4) durante 24 horas a 4°C.

Finalmente, se concentraron utilizando filtros de centrifugacién de 10 KDa de Amicon
Ultra 10 K (Millipore, Bedford, USA) a 5000 rpm hasta alcanzar una concentracion
entre 5-7 mg/mL. La medicion de la concentracion exacta de 1gG alcanzada se realizo
en el NanoDrop One (Thermo Fisher, Madison, USA), utilizando como referencia un

coeficiente de extincion molar (¢) de 13,7 mol'ecm™.
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Figura 3.1. Esquema de las etapas previas a la realizacion del experimento de RPS. A)
Vacunacion y posterior extraccion del suero de los pacientes (30 dias post-VNC13), los
cuales fueron almacenados (-20°C) hasta su utilizacién posterior; B) Realizacion del ensayo
de ELISA; C) Purificacion de las IgGs totales del suero de los pacientes para evitar las
uniones inespecificas entre proteinas presentes en el suero y la VNC13 inmovilizada en la
superficie del chip.
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3.3.4 Cuantificacion del titulo de anti-PnPs IgGs por RPS

Preparacién de la VNC13. La VNC13 fue deshidratada utilizando un Microcon
centrifugal filter unit YM-50 membrane Amicon (10.800 rpm, 4 °C) y se recuperoé
en 320 ul de un tampdn de acetato de sodio 10 mM (pH 4,5), para obtener una
concentracion final de 100 pg/ml del toxoide diftérico (CRM197) contenido en
la propia vacuna.

Inmovilizacion de la VNC13 en la superficie del chip CMS5. Las aminas libres
de la CRM197 (100 pg/ml) contenida en la VNC13 fueron inmovilizadas por
unién covalente a los grupos carboximetilo de la superficie del chip CM5. El
proceso constaba de varias etapas: (i) activacion de los grupos carboximetilo
con 70 pl de una solucion de NHS/EDC (10 ul/min), (ii) inyeccidén de 50 pl de la
VNC13 para promover la reaccion de inmovilizacion (10 pl/min), y (iii) bloqueo
de los grupos carboximetil activados que quedaron libres con 70 ul de
etanolamida (10 pl/min) (Figura 3.2).

Ensayo de interaccion entre VNC13 y anti-PnPs IgGs presentes en el
suero. Previo al ensayo de union, se realizaron diluciones seriadas de las
muestras de 1gG purificadas en un running buffer de HBS-EP (10 mM HEPES,
500 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.1% surfactante P20, pH=7,4). Se inyectaron un
total de 10 pl de cada dilucion (tiempo de contacto de 60 s; 10 pl/min) y la
disociacion se llevo a cabo durante 200 s. La regeneracion entre muestras se
realizé inyectando 5 pl de una solucién de regeneracion (50 mM NaOH y 1 M
NaCl) durante 30 s (10 pl/min). Para todas las diluciones se inyectdo por

triplicado cada una de las muestras (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Esquema del proceso de cuantificacion de anti-PnPs IgGs en el suero de los
pacientes mediante RPS. 1) Activacion de la superficie del chip de CM5, transformando los
grupos de carboximetilo (COOH, circulos rojos) en N-hidroxisuccinimida ésteres, tras la
inyeccién de EDC/NHS; 2) Inmovilizacién de la VNC13 en la superficie del chip, mediante
unién covalente de los N-hidroxisuccinimida ésteres con los residuos de lisina presentes en
la proteina CRM197 (VNC13). Los 13 serotipos (PnPs) contenidos en la vacuna aparecen
representados con circulos de colores; 3) Purificacion de las 1gG totales a partir del suero de
los pacientes; 4) Inyeccidon del suero purificado de un paciente respondedor débil; 5)
Obtencién del sensograma con una sefal de UR de poca intensidad (color morado); 6)
Regeneracion del chip tras la inyeccion de NaOH/NaCl; 7) Inyeccion del suero purificado de

un paciente altamente respondedor y obtencion de una sefal de UR de elevada intensidad

(color verde).
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e Analisis de los datos. Los resultados experimentales se analizaron utilizando
el programa informatico Biacore X100 Evaluation Software 2.0.1 (GE Health-
care, Uppsala, Sweden). La interaccion entre los anti-PnPs 1gGs presentes en
los sueros inyectados y la VNC13 inmovilizada en la superficie del chip se
definié como la union de respuesta (UR). La respuesta (UR) correspondiente al
canal 2 se calculo restando la sefial en UR detectada en el canal de referencia
(canal 1) y fue caracterizada usando los métodos de evaluacion predefinidos

por GE Healthcare (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

3.3.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los programas R Project for Statistical
Computing version 4.3.2. Para evaluar la correlacion entre las concentraciones de
anti-PnPs IgGs (ELISA) y la respuesta de union (RPS) se utilizé el rango de correlacion
de Spearman’s. El test t y el ANOVA fueron utilizados para establecer diferencias
respecto al resultado de RPS obtenido entre los 3 grupos del estudio. Se considero

estadisticamente significativo un valor de p <0,05.
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Articulo 1: Study of Paediatric Invasive Pneumococcal Disease in the 13-

pneumococcal conjugated vaccine era

e Durante el periodo de estudio se notificaron un total de 379 casos de ENI en
377 pacientes, de ellos el 54,11 % eran varones y el 81,17% eran menores de
5 afios.

e Tras laintroduccion de la VNC13 (2015) en el calendario de vacunacion infantil,
disminuyeron significativamente los cuadros de ENI producidos por serotipos
incluidos en esta vacuna (p= 0,0002), excepto para el serotipo 3.

e La neumonia fue la forma clinica mas comun entre los pacientes y la mitad de
ellos padecia alguna enfermedad crénica de base (50,40%).

e Respecto a la evolucion clinica y la letalidad, los pacientes pertenecientes al
grupo con enfermedades neuroldgicas de base presentaron la tasa de secuelas
y mortalidad mas elevada (p=0,57 y 0,024, respectivamente).

e Los fallos vacunales se observaron especialmente en pacientes con afecciones
meédicas subyacentes (63%) y se relacionaron con los serotipos 3 y 19A.

e Finalmente, se evidenci6 una relacibn entre el diagnostico de
inmunodeficiencia en los pacientes y la aparicién de episodios recurrentes de
ENI.

Articulo 2: IgG antibody response to pneumococcal-conjugated vaccine
(Prevenar ®13) in children with immunodeficiency disorders

e Durante el periodo de estudio se incluyeron un total de 85 pacientes, de los
cuales el 65% fueron varones, con una edad media de 3 afios (1,50-5,33).

e La inmunodeficiencia primaria fue diagnosticada en mas de la mitad de los
pacientes (45), seguida por el grupo con inmunodeficiencia posible (19), el de
inmunodeficiencia secundaria (15), y finalmente por el de inmunodeficiencia
mixta (8).
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En el 54% de los pacientes se observé una produccion deficiente de anti-PnPs
lgG con titulos < 50 mg/l, especialmente en los pacientes con inmunodeficiencia
mixta.

En los pacientes VNC13-respondedores la media de los niveles plasmaticos de
las poblaciones leucocitarias fue superior a la de los pacientes que no
respondieron a la vacuna, con diferencias estadisticamente significativas en los
linfocitos T CD4+/CD8+ (p =0.372, p =0.014) y CD56+/CD16+ NK (p =0.016).
Los pacientes con antecedentes de trasplante de médula ésea fueron los que
peor respondieron a la VNC13.

Articulo 3: A surface plasmon resonance based approach for measuring

response to pneumococcal vaccine

Durante el periodo de estudio se incluyeron un total de 24 pacientes, los cuales
fueron clasificados en 3 grupos en funcion del titulo de anti-PnPs IgG obtenido
tras la administracion de la VNC13. Ocho fueron altamente respondedores (anti-
PnPs IgG >270 mg/L); 10 fueron respondedores (anti-PnPs IgG= 51-270 mg/L);
y 6 fueron no respondedores (anti-PnPs IgG <50 mg/L).

La cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad en el AKTA pure
chromatography system con la utilizacion de columnas quelantes de alto
rendimiento con Proteina G Sepharose purificé adecuadamente las IgGs totales
del suero de los pacientes.

La Inmovilizacion de la VNC13 en la superficie del chip, mediante union
covalente de los N-hidroxisuccinimida ésteres con los residuos de lisina
presentes en la proteina CRM197 (VNC13) resulté exitosa.

Se observo una correlacion robusta entre la sefial en UR obtenida por RPS y
la concentracion de los niveles séricos de anti-PnPs IgG medidos mediante
ELISA, especialmente para la dilucion 1:16 (Spearman’s rho = 0.84, p=0.001).
Ademas, mediante RPS fue posible clasificar correctamente a los pacientes en
funcion del perfil de respuesta vacunal (segun ELISA).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Key words: Background: I P occal di (IPD) a significant concern among children under 5, despite
PCV13 vaccination efforts. This study assessed IPD prevalence and associated risks in pediatric population.

Invasive pneumococcal disease . . . . . . . . .
children Methods: An observational, retrospective, multicenter study in Comunidad Valenciana, Spain, of IPD cases in
risk factors children under 13 from January 2012 to September 2022. Data from the CV Microbiology Surveillance Network

(RedMIVA) and medical records were reviewed.

Results: A total of 379 IPD cases in 377 patients were analyzed, predominantly males (54.11 %) under 5 (81.17
9%). PCV13 vaccination notably reduced PCV13-serotypes IPD (p=0.0002), except serotype 3. Pneumonia was
common, with half having underlying conditions (50.40 %). Worse outcomes occurred in patients with neuro-
logical disorders (ANOVA, p=0.57). Vaccine failures often involved underlying conditions (63 %) and serotypes

vaccine failures

3 and 19A. Immunodeficiencies may relate to recurrent IPD, but evidence is limited.

Conclusion: Despite vaccination, IPD still i

and mortality.

children, infl d by i logical status, affecting severity

P

1. Introduction

Streptococcus pneumoniae is a human-specific pathogen that colonizes
the nasopharynx and is transmitted primarily via aerosol. Infection oc-
curs when the bacteria spread from the nasopharynx to other body sites,
such as the lungs, blood, or brain [1,2]. The development and severity of
pneumococcal disease are influenced by host factors, including age,
immune status, and underlying conditions, as well as the bacterium’s
ability to adhere to the respiratory epithelium, evade the immune sys-
tem, and invade sterile body fluids, which are dependent on
serotype-specific properties [3]. These bacteria can cause various ill-
nesses, with severity depending on the infection site. Invasive pneu-
mococcal disease (IPD) involves serious infections where the bacteria

Abbreviations: CRD, Chronic respiratory disease; HC, Healthy children; ID, Inmunodeficiency disorder; IPD, L ive p
occal conj d vaccine; PPSV, pneumococcal polysaccharide vaccine.

di PCV.

» P Jug:

invade sterile areas, leading to conditions such as bacteremia, pneu-
monia, sepsis, meningitis, and osteomyelitis [4].

Pneumococcal infections result in 1.6 million deaths annually,
particularly affecting children, the elderly, and those with underlying
conditions, making it the deadliest vaccine-preventable disease [5].
Specifically, lower respiratory tract infections are the leading cause of
death in developing countries, causing 10.6 million deaths in children
under 5 each year, with the highest incidence in South Asia and West
and Central Africa (2,500 and 1,620 cases per 100.000 children repec-
tively) [6].

In the USA, a 20-year study (1999-2019) found a 5.5 % fatality rate
following an IPD episode in children under 18 [7]. In our country, data
from the Carlos III Health Institute show a higher prevalence of IPD in
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adults over 85 years (39.6 %) and children under 1 year (20.5 %)
compared to the general population [8]. The case-fatality rate is also
higher in adults than in children, particularly for meningitis (22 % vs. 8
%) [5,9].

Over 100 serotypes of S. pneumoniae have been identified, with
certain serotypes more frequently linked to IPD depending on factors
like geographic location and vaccine coverage. Pneumococcal vaccines
are the most effective strategy for lowering IPD incidence [10,11].

Spain uses two main types of pneumococcal vaccines: pneumococcal
conjugate vaccines (PCV7, PCV10, PCV13) and the pneumococcal
polysaccharide vaccine (PPSV23). PCV7, approved by the European
Medicines Agency (EMA) in 2001 for infants under 2, was proven to be
safe and effective in preventing pneumonia and invasive disease [12].
The first countries that adopted routine immunization observed a sig-
nificant decrease in pneumonia and IPD cases after introduction of PCV7
vaccination [13,14]. Higher-valency PCVs (PCV10, PCV13) were later
introduced to respond to the increasing burden of disease cause by
non-vaccine serotypes. PCV13 was introduced in Spain in 2010 and has
been included in the Comunidad Valenciana’s (CV) childhood immu-
nization schedule since May 2015, funded by the public health system.
Furthermore, IPD has been a mandatory reportable disease in the CV
since 2007. These relatively recent healthcare measures have achieved
PCV13 vaccination rates in Spain of approximately 65 % and reduced
the incidence of IPD caused by all vaccine serotypes, except for serotype
3, in children under 5 years of age [15].

Immunological status significantly affects the response to PCV13, as
children with immunodeficiency disorders achieve lower pneumococcal
antibody titers than healthy children [16]. Consequently, even with full
vaccination, patients with underlying conditions such as chronic in-
flammatory or respiratory diseases, HIV, cancer, or those on immuno-
suppressive therapy may have insufficient protection [17,18]. This
immunization hypo-responsiveness phenomenon increases the risk of
severe IPD and higher case-fatality rates in these patients [19].

We conducted an 11-year retrospective study (January 2012 to
September 2022) in children under 13 years in the Comunidad
Valenciana to evaluate the epidemiological, clinical, and microbiolog-
ical characteristics of IPD cases. The study assessed age-specific, sero-
type-specific, and patient group-specific trends, as well as pneumococcal
vaccine coverage and the impact of immunization measures in the pe-
diatric population.

2. Methods
2.1. Study design and participants

We carried out this observational, retrospective, multicenter study of
all IPD episodes in children under 13 years of age reported to the Public
Health Department of CV (Spain) between January 2012 and September
2022. Epidemiological, clinical, and therapeutic data from the IPD cases
were obtained from the CV Microbiology Surveillance Network (Red-
MIVA), epidemiological surveillance analysis system (AVE), and patient
medical records.

2.2. Case definition

A confirmed case of IPD was defined as having a positive culture,
real-time polymerase chain reaction (PCR), and/or S. pneumoniae anti-
gen test from a normally sterile site (e.g., blood, cerebrospinal fluid
(CSF), and pleural, joint, or peritoneal fluid).

3. Definition of IPD syndrome

Occult bacteriemia: presence of S. pneumoniae in the blood of a well-
appearing febrile child without an identifiable focus of infection [20].

Sepsis: presence of S. pneumoniae in the blood of a child with fever
and with identifiable focus of infection. Usually accompanied by an
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abnormal leukocyte count and at least one additional sign, such as
tachycardia, bradycardia, or tachypnea [21].
Meningitis: presence of S. pneumoniae in the cerebral spinal fluid.
Regardless of whether specific signs of meningitis are present [21].
Pneumonia: presence of S. pneumoniae in the lungs, leading to pul-
monary involvement [21].

3.1. Serotyping

Serotyping of S. pneumoniae isolates was achieved using the slide
agglutination test (Denka Seiken, Tokyo, Japan). The Quellung test was
used to confirm serotyping of doubtful strains (Statens Serum Institute,
Copenhagen, Denmark) [22,23]. Some serotypes (15A/F, 15B/C, and
24B/F) were serotyped independently or grouped depending on labo-
ratory reagent availability.

3.2. Vaccination status and definition of vaccine failure

The vaccination status of each patient was obtained from the vaccine
information system (SIV) and patient medical records. We collected
information on the date and doses of conjugated pneumococcal vaccines
administered in each case. We considered a dose protective if it had been
administered at least 15 days before the onset of the IPD episode. Pa-
tients were considered age-appropriately vaccinated when they had
received all doses of conjugated pneumococcal vaccines corresponding
to their age according to the Spanish Pediatric Association recommen-
dations, even when the vaccination schedule was incomplete [24]. Pa-
tients with fewer doses than recommended at the onset of the IPD
episode were considered as age-incompletely vaccinated.

We adopted the PCV13 vaccination failure definition described by
Heininger et al. [25]. This definition refers to the occurrence of an IPD
episode caused by a specific vaccine-preventable serotype in a fully
vaccinated patient considering the incubation period for invasive dis-
ease (1 day to 2 weeks) and the normal delay for obtaining immuno-
logical protection as a result of immunization (2 to 3 weeks) [26]. In this
sense, we considered that a 2-month interval between complete vacci-
nation schedule and the invasive disease diagnosis would be optimal to
ensure the vaccine failure.

3.3. Patient grouping

To evaluate the possibility of immunization hypo-responsiveness
phenomenon, the patients were assigned to four groups according to
their clinical features: 1) healthy children (HC), patients without any
previously published risk factor associated with IPD [17]; 2) chronic
respiratory disease (CRD), patients with chronic pulmonary disease,
such as asthma, chronic allergy, chronic ear infection, or recurrent
bronchospasm; 3) immunodeficiency disorder (ID), patients with a
confirmed primary or secondary immunodeficiency diagnosis following
the European Society for Inmunodeficiencies (ESID) guidelines [27]; or
4) neurological disease (ND), patients with epilepsy, congenital central
nervous system malformation, or cerebral palsy.

3.4. Statistical analysis

Results were analyzed using the “ClickR” package (v0.4.3.2).
Fisher's exact test and ANOVA were used to assess the significance of
differences between the four patient groups. A p value < 0.05 was
considered significant.

4. Results
A total of 379 cases of IPD in 377 patients were reported during the
study period (January 2012 - September 2022) with an incidence of

11,95 cases per 10° inhabitants. Most of the patients were male (204/
377, 54.11 %) and under 5 years of age (306/377, 81.17 %) with rate of
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15.40 cases per 10° inhabitants in this group. A similar annual number
of IPD cases (34 + 11.20) was observed throughout the study period,
with 2017 and 2018 being the years with the highest number of declared
episodes (53 and 54, respectively). The introduction of PCV13 into
routine immunization programs in May 2015 resulted in significant re-
ductions in IPD due to PCV13 serotypes, with a notable difference be-
tween the pre- and post-vaccination period (Fisher’s exact test, p =
0.0002). The 3 years pre-PCV13 had the highest rates of IPD by PCV13
serotypes, reaching a peak in 2013 (36 %). The opposite occurred during
the post-vaccination period, during which levels as low as 5 % were
observed, with the lowest recorded in 2021 (3 %), as shown in Fig. 1.

4.1. Study population

Demographics, clinical characteristics, and classifications of patients
included in the study are summarized in Table 1. Roughly half the pa-
tients presented with underlying medical conditions (190/377, 50.40
%), which were grouped into CRD (116/377, 30.76 %), ID (53/377,
14.06 %), and ND (21/377, 5.58 %). The remaining patients (187/377,
49.60 %) were included in the HC group. The mean patient age was
higher in the ID group (ANOVA, p = 0.067). The male/female ratio was
>1 in all groups except ND, which comprised a higher percentage of
females, but the difference was not significant (Fisher’s exact test, p =
0.67).

The underlying pathologies, demographic characteristics, and
pneumococcal vaccine coverage of patients included in the CRD, ID, and
ND groups are described in detail in Supplementary Tables 1-3,
respectively.

Pneumonia was the most common clinical syndrome of IPD in the HC
(79/187, 42.25 %) and CRD (47/116, 40.52 %) groups, followed by
sepsis in ID (19/55, 34.55 %) and meningitis in ND (7/21, 33.33 %).
Twenty-seven patients (7.17 %) had sequelae after pneumococcal
infection: hypoacusis (n=6), epilepsy (n=5), coagulation disorders
(n=3), pleural effusion (n=2) and one each of the following: hemolytic
uremic syndrome, peripheral facial paralysis, bronchopleural fistula,
empyema, ruptured eardrum, hepatic failure, functional asplenia,
cerebellar infarct, acute glomerulonephritis, pancytopenia and bone
lesions, and convulsive seizure. The ND group had the highest rate of
sequelae (3/21, 14.28 %), but the difference was not significant
(Fisher’s exact test, p = 0.57). The ID and ND groups had the lowest rates
of previous traumatic brain injury (TBI).

Two patients with ID developed two independent episodes of IPD.

Inclusion of the PCV13 in the chilhood

60 . o
immunization schedule

l

40 13%

31% . 20%

30

Number of IPD cases
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The first patient was diagnosed with trichohepatoenteric and short
bowel syndromes and developed pneumonia (by serotype 19A) because
of a PCV13 vaccine failure 13 months after a meningitis episode by an
unknown serotype. The second patient was diagnosed with IgG2 hypo-
gammaglobulinemia and developed an episode of sepsis (by serotype
9N) 2 years after the first episode (by serotype 35B).

Table 2 shows the demographic, clinical, and epidemiological
characteristics of the seven patients who died after pneumococcal
infection. The ND group had the highest mortality rate (2/21, 9.52 %),
followed by ID (3/53, 5.66 %) and HC (2/187, 1.07 %), with significant
differences among the groups (Fisher’s exact test, p = 0.024). The two
patients who died due to PCV13 serotypes (6A and 7F) had not received
any vaccine dose.

4.2. Vaccination coverage

Of the total patients, 289 (76.66 %) had received at least one dose of
any of the available pneumococcal conjugated vaccines. The CRD group
had the highest rate of vaccination (100/116, 86.20 %), followed by NR
(16/21, 76.19 %), HC (136/187, 72.72 %), and ID (37/53, 69.81 %;
Fisher’s exact test, p = 0.03). PCV13 was the most frequently adminis-
tered vaccine (90.66 %), followed by PCV7 (7.61 %) and PCV10 (1.73
%). Fig. 2 shows the annual vaccination rates for the groups, including
the type of pneumococcal conjugated vaccines used in each of them.

Two hundred sixty-five patients (70.29 %) were age-appropriately
vaccinated (even when the vaccination schedule was incomplete) ac-
cording to the Spanish Pediatric Association recommendations. The CRD
group had the highest rate of age-appropriately vaccinated patients (95/
116, 81.89 %), followed by HC (124/187, 66.31 %), ID (33/53, 62.26
%), and NR (13/21, 61.90; Fisher’s exact test, p = 0.01).

4.3. Serotype distribution

A total of 220 strains (58.04 %) were serotyped: 105 in the HC group
(56.15 %), 68 in the CRD group (58.62 %), 32 in the ID group (58.18 %),
and 15 in the ND group (71.43 %), (Fisher’s exact test, p = 0.606). Blood
was the sample from which most serotyped strains were isolated (180/
220), followed by CSF (22/220), pleural fluid (3/220), and synovial
fluid (4/220), and one each of the following fluids: pericardial, synovial,
aqueous humour, tubal abscess, and glandular aspirate.

The distribution of isolates serotyped by year of isolation and prov-
ince is summarized in Supplementary Table 4. The remaining isolates,

® IPD caused by PCV13 serotypes (%)
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Fig. 1. Confirmed cases of i P 1 di by year.
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Table 1
Demographic characteristics of confirmed i P occal di cases included in their respective study groups.
Healthy children Chronic respiratory disease Immunodeficiency disorders Neurology disease Total P
Patients 187 116 53 21 377 -
IPD cases 187 116 55 21 379 -
Median age (Q25-Q75) 2.00 (1.16-4.00) 2.00 (1.42-3.00) 3.00 (1.92-5.00) 2.00 (1.54-5.50) 2.00 (1.33-4.00) -
Average age (STDEV) 2.66 (2.39) 2.70 (2.45) 3.60 (3.00) 3.41 (2.72) 2.85 (2.54) 0.067
Male/female 97/90 66/50 31/22 10/11 204/173 0.67
Clinical presentation, n (%)
Meningitis 31 (16.58) 18 (15.52) 12 (21.82) 7 (33.33) 67 (17.70) 0.24
Pneumonia 79 (42.25) 47 (40.52) 18 (32.72) 4(19.05) 148 (39.10) 0.14
Sepsis 36 (19.25) 27 (23.28) 19 (34.55) 3(14.28) 84 (22.20) 0.15
Occult bacteremia 30 (16.05) 13 (11.21) 5(9.10) 6 (28.57) 54 (14.26) 0.11
Pericarditis 2(1.07) 0 (0.00) 1(1.81) 0 (0.00) 3(0.80) -
Arthritis 3(1.60) 5(4.31) 0(0.00) 0 (0.00) 8(2.11) -
Pleural empyema 5(2.67) 5(4.31) 0 (0.00) 0 (0.00) 10 (2.67) -
Peritonitis 1 (0.53) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 1 (0.30) -
Other 0 (0.00) 1 (0.85)° 0 (0.00) 1(4.77)° 2(0.55) -
IPD sequelae, n (%) 12 (6.41) 9 (7.76) 3(5.67) 3(14.28) 27 (7.17) 0.57
Previous TBI*, n (%) 6 (3.20) 7 (6.03) 1(1.89) 1(4.76) 15 (3.98) 0.52
* Endophthalmitis.
b Tubo-ovarian abscess after pelvic inflammatory disease.
“ TBI: traumatic brain injury.
Table 2
Main characteristics of patients who died with confirmed i p 1 di
Patients group, n (%), Underlying pathology Agel/Sex Clinical forms of IPD P ccal (d ) Serotype
Healthy children group, 2 (1.07)
- 3 mfemale Meningitis PCV13 (1) Unknown
- 18 m/female Pericarditis No 7F
Neurology disease, 2 (9.52)
Cerebral palsy 6 y/male Meningitis No 6A
Epilepsy 1 yffemale Sepsis PCV13 (3) Unknow
Immunodeficiency disorders, 3 (5.66)
Down's syndrome 2 yimale Sepsis PCV13(2) Unknown
Biliary lithiasis and nephrocalcinosis 2 y/male Meningitis PCV13 (4) 15C
Hematopoietic stem cell syndrome 10 y/female Pneumonia No Unknown

m, months; y, years.

which could not be recovered, were autoagglutinating, or non-typable,
were classified under the non-serotyped isolates group.

Overall, 38 different serotypes were identified; the 5 most common
were 19A (19/220, 8.64 %), 3 (18/220, 8.20 %), 24B/F (18/220, 8.20
%), 33F (14/220, 6.36 %), and 10A (13/220, 5.90 %), without specific
association between serotype and anatomical site.

However, serotype 33F did not exhibit tropism for the central ner-
vous system, as no isolates were recovered from (CSF). The most prev-
alent serotypes found in patients each year are shown in Fig. 3.

The distribution of pneumococcal serotypes in each of the four
groups of patients is shown in Fig. 4. In the HC group, the most common
serotype was 24B/F (10/105, 9.52 %), followed by 33F (9/105, 8.57 %),
3(7/105, 6.66 %), and 19A (7/105, 6.66 %). In CRD patients, serotypes
3, 19A, and 24B/F were the most prevalent (each 8/68, 11.76 %). In ID
children, serotypes 14 and 11A were most prevalent (each 4/32, 12.5
%), followed by serotypes 10A and 23B (each 3/32, 9.37 %). Finally, the
most prevalent serotypes in the ND group were 23B (3/15, 20 %), fol-
lowed by 15B and 15C (each 2/15, 13.33 %). The percentage of IPD
caused by PCV13 serotypes was slightly higher in patients with any

underlying risk factor, but no significant differences were observed
among the groups: CRD (26/105, 24.76 %), ID (10/32, 31.25 %), NR (4/
15, 26.66 %), and HC (26/105, 24.76 %; Fisher’s exact test, p = 0.71).

4.4. Characteristics of vaccine failure cases

We detected 27 cases of pneumococcal vaccine failure according to
the study definition, representing 12.27 % of all strains serotyped
(Fig. 4). Demographics, clinical features, and serotypes involved in the
vaccine failures are shown in detail in Table 3. Of the 27 cases, 66.67 %
were male (18 patients), and the overall mean age was 2.30 years (range
1.33-3.00 years, SD 1.44). The most frequent clinical presentation was
pneumonia (13/27, 48.16 %), followed by sepsis (6/27, 22.22 %),
meningitis (3/27, 11.11 %), occult bacteremia (3/27, 11.11 %), arthritis
(1/27, 3.70 %), and pleural empyema (1/27, 3.70 %). All of the patients
recovered from the IPD episode without any sequelae. Serotypes 3
(n=10 cases, 37.04 %), 19A (n=10, 37.04 %), 19F (n=3, 11.11 %), 14
(n=3, 11.11 %), and 1 (n=1, 3.70 %) were the causal agents of vaccine
failure episodes.
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The CRD and ID groups had an almost doubled rate of vaccine failure
(10.34 % and 7.27 %, respectively) compared to the HC (5.34 %) and ND
groups (4.76 %), though the difference was not significant (Fisher’s
exact test, p = 0.40). In the CRD group, asthma was the most common
underlying pathology (5/12). Hyp lobulinemia (IgA and IgG2,
1 patient each) was the most frequent disorder in the ID group. The
remaining 2 patients included in this group had immune

by year. A total of 159 strains (41.96 %) were

thrombocytopenic purpura and hereditary spherocytosis. Finally, the
patient in the ND group pr d witha c rare, and severe form
of childhood-onset epilepsy, 1 -G syndrome. Serotype 19A
was predominant in the HC, ID, and ND groups (4/10, 2/4, and 1/1
cases, respectively), whereas serotype 3 was responsible for half of IPD
episodes in the CRD group (6/12 cases).
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4.4.1. Discussion

Globally, IPD is a major cause of morbi-mortality in young children
[4]. This large retrospective study reports the confirmed IPD cases and
trends before and after implementation of PCV13 vaccination in chil-
dren aged < 13 years in the Spanish Comunidad Valenciana. We noted a
comparable rate of IPD episodes to similar studies [28,29].

As in other studies [30-32], the overall vaccine coverage rate
increased from 60 % to 87 % after PCV13 introduction. Notably, patients
with severe risk factors (ID and ND) were the most inadequately
vaccinated.

In our study, IPD had a negative impact on males and those under 5
years of age, as has been reported in other large studies [33,34]. The
PCV13 serotypes causing IPD have been markedly reduced after the
routine use of this vaccine, exhibiting a clear difference between pre-
and post-PCV13 implementation. As in other series, a parallel increase in
non-PCV13 IPD cases was observed [35-37].

IPD is more prevalent in children with chronic diseases than in the
general population, and this was confirmed in our study, as nearly half
of the patients had underlying pathologies. Furthermore, these pre-
existing conditions are related to high fatality and IPD recurrence
rates [17,38].

The more serious clinical symptoms of pneumococcal disease are
pneumonia, bacteremia, and meningitis. In our series, pneumonia was
the most common clinical presentation of IPD (148/379 cases), though it
has been related mostly to adults [5]. Furthermore, pneumonia is found
in both children without underlying medical conditions (HC group) and
those with respiratory pathologies, particularly asthma and recurrent
ear infections. Few studies have included asthma and chronic otitis as
risk factors for IPD [39-42], though S. pneumoniae is a well-known agent
of community-acquired otitis, which can progress to invasive disease in
cases of epithelial and/or cellular immunity dysfunction [43].

According to the literature [17,44], meningitis is the most prevalent
form of IPD in children with chronic neurological pathologies. Cochlear
implants, CSF leaks, epilepsy, or inner ear deformities are closely related
to pneumococcal meningitis [45]. Hénaff et al. found that one-third of

patients with S. pneumoniae meningitis had predisposing conditions,
most commonly an anatomical breach in the blood-brain barrier [44]. In
our series, ND patients also had the most sequelae and highest mortality
rates, the latter with marked significance (p = 0.024). These findings are
consistent with previous publications reporting that bacterial meningitis
has a case-fatality rate of up to 30 %, and as many as 50 % of survivors
develop neurological complications [46].

The two patients with two episodes of IPD had an underlying im-
munodeficiency. In some series, up to 75 % of patients with immuno-
deficiency had recurrent IPD [47]. Our results support the immune
evaluation of children without a known predisposing condition who
present with their first episode of invasive S. pneumoniae infection or
recurrent IPD, particularly in vaccine failure after immunization com-
plete. This immune evaluation should include an assessment for
immunoglobulin deficiency, pneumococcal antibody deficiency, com-
plement disorders, and asplenia [17].

During the study period, 19A, 3, 24B/F, 33F, and 10A were the most
frequent pneumococcal serotypes. This finding is in agreement with
other authors in the specific case of serotype 19A and especially serotype
3 [15,48]. In our series, we did not observe relevant differences between
the most prevalent serotypes in the different groups of patients, and the
literature does not mention this finding.

As in other series, PCV13 vaccine failures were mainly associated
with pneumonia and with serotypes 3 and 19A [11,49]. Among these,
serotype 3 is perhaps the most challenging, though serotype 19A has
been of concern in some regions due to its increased prevalence and
antibiotic resistance [50]. Lapidot et al. observed no effect of PCV13 on
the incidence of IPD by serotype 3 in the pediatric population, along
with increased colonization rates by this serotype in a population in
Massachusetts [51]. Moreover, clinical trials of PCV13 immunogenicity
have confirmed that the humoral immune response to serotype 3 is
lower than the response to other serotypes, making it an important
public health matter [52].

In the present study, >60 % of patients with PCV13 vaccine failures
had underlying conditions. In this context, it would be valuable to assess
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;:::;aphic and clinical characteristics of patients with PCV13 vaccine failure.
Patients group, n (%), Underlying pathology Age/Sex Clinical Pneumococcal Serotype
presentation of IPD vaccine
(doses)
Healthy children, 10 (5.34)
- 7 m/male Sepsis PCV13 (2) 3
- 20 m/male Meningitis PCV13 (3) 3
- 3 y/female Sepsis PCV13 (3) 3
- 5 y/male Pneumonia PCV7 (3), PCV13(1) 14
- 10 m/male Pneumonia PCV13 (2) 19A
- 11 m/male Pneumonia PCV13 (3) 19A
- 20 m/male Sepsis PCV13 (3) 19A
- 2 ylfemale Sepsis PCV13 (4) 19A
- 4 m/male Occult bacteremia PCV13 (2) 19F
- 2 y/male Meningitis PCV13 (3) 19F
Chronic respiratory pathology, 12 (10.34)
Allergy 2 ylfemale Pneumonia PCV10 (3) 1
Recurrent bronchospasm 16 m/female Pneumonia PCV13 (3) 3
Recurrent bronchiolitis 19 m/male Pneumonia PCV13 (3) 3
Asthma 2 y/male Pleural empyema PCV13 (4) 3
Recurrent bronchospasm 4 y/male Meningitis PCV13 (4) 3
Chronic ofitis 5 y/female Pneumonia PCV13 (4) 3
Asthma 6 y/female Pneumonia PCV13 (4) 3
Asthma 2 y/male Pneumonia PCV13 (3) 14
Asthma 3 y/male Sepsis PCV13 (4) 14
Chronic otitis 11 m/male Sepsis PCV13 (3) 19A
Asthma 21 m/male Pneumonia PCV13 (4) 19A
Chronic otitis 2 y/male Arthritis PCV13 (4) 19A
Immunodeficiency disorders, 4 (7.27)
IgA hypogammaglobulinemia 4 y/female Pneumonia PCV13 (4) 3
Immune thrombocytopenic purpura 1 y/male Occult bacteremia PCV13 (3) 19A
19G2 hypogammaglobulinemia* 3 ylfemale Pneumonia PCV13 (4) 19A
Hereditary spherocytosis (candidate for splenectomy) 3 y/male Pneumonia PCV7(3), PCV13 (1) 19F
Neurological disease, 1 (4.76)
Lennox-Gastaut syndrome 21 mi/female Occult bacteremia PCV13(3) 19A

*Patient with PCV13 vaccine failure episode after thirteen months of meningitis (by serotype unknown). m, months; y, years.

the pneumococcal antibody titers after fully vaccination to determinate
if the patients were poor-PCV13 responders. Which would support a
recent study reporting low production of pneumococcal antibodies after
full vaccination in a similar cohort [53]. Nevertheless, the relationship
between immunological status and vaccine failure is not clear in the

literature, as some studies have found no failures related to chronic
diseases [15,54]. A plausible explanation would be that some studies
excluded patients with comorbidities, as these represent a substantial
source of variability in terms of susceptibility to infection [55]. There-
fore, future research with larger series is needed to provide more
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accurate and reliable information on this issue.

A limitation of the present study is the notable number of pneumo-
coccal strains that were not serotyped, or incompletely serotyped,
especially during the COVID-19 pandemic, which could result in
reduced detection of cases of vaccine failure. In addition, no information
was available on specific IgG levels in cases of vaccine failure.

In conclusion, we found that the introduction of PCV13 into child-
hood immunization programs has significantly reduced IPD cases by
PCV13 serotypes, except for serotype 3. However, the prevalence of IPD
is higher in children with underlying diseases, with worse clinical
courses and higher case-fatality rates in patients with neurological dis-
orders. We also observed a slight relationship between immunodefi-
ciencies and vaccine failure or recurrent IPD, though the limited sample
size makes it inconclusive.
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Supplementary information
Pathologies n Male/female Median age years Age-appropriately

(Q25-Q75) vaccinated, n (%)
Chronic ear infection 36 19117 2.00 (1.52-3.75) 30 (83.33)
Asthma 20 12/8 2.00 (1.81-6.00) 15 (75.00)
Recurrent bronchospasm 19 10/9 1.83 (0.83-2.00) 16 (84.21)
Recurrent bronchiolitis 12 8/4 1.96 (0.58-2.75) 11 (91.67)
Recurrent bronchitis 8 5/3 1.79 (0.75-2.00) 6 (75.00)
Allergy 7 4/3 3.00 (1.42-6.00) 4 (57.14)
Recurrent respiratory infections 8 5/3 1.67 (1.12-1.98) 8(100.00)
Recurrent pneumonia 3 1/2 2.00 (1.50-7.00) 2 (66.67)
Sleep apnea 3 211 1.42 (0.33-1.50) 3(100.00)
Total 116 66/50 2.00 (1.41-3.00) 95 (81.89)

Supplementary Table 1: Demographic characteristics and pneumococcal vaccine

coverage in patients included in CRD group.

87



Trabajos publicados

Diagnostic Microbiology & Infectious Disease 110 (2024) 116532

Contents lists available at ScienceDirect Nt

Microbiology &
I ious Disease

Diagnostic Microbiology & Infectious Disease

o5
K Y
ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio
Pathologies n Male/female Median age years Age-appropriately
(Q25-Q75) vaccinated, n (%)
Primary immunodeficiency disease (PID) 21 13/8 2.00 (1.17-4.50) 14 (66.66)
Common variable immunodeficiency (TNFRSF13B mutation) 1 0/1 12.00 1(100.00)
Hypogammaglobulinemia (IgA (2), 1gG2 (1)) 3 21 4.00 (2.00-10.00) 3 (100.00)
Syndromic PIDa 16 10/6 1.96 (1.08-3.75) 10 (62.50)
Otherb 1 1/0 5.00 0 (0.00)
s dary i deficiency di (SID) 26 16/10 3.00 (2.00-5.00) 14 (53.84)
Diabetes 6 3/3 2.00 (1.69-6.75) 1(16.67)
Bone marrow transplant (BMT) /leukemia/lymphoma 5 41 7.00 (3.00-8.50) 2 (40.00)
Nephrotic syndrome 4 2/2 4.00 (2.50-4.75) 3 (75.00)
Solid organ transplantation 2 0/2 3.50 2 (100.00)
Spleen disorder 1 1/0 3.00 1(100.00)
Immunosuppressive therapy® 1 1/0 4.00 0 (0.00)
Trichohepatoenteric syndrome 1 01 3.00 1(100.00)
Nephrocalcinosis 1 1/0 2.00 1(100.00)
MELAS syndromed 1 0/1 2.00 1(100.00)
Waldenstrom macroglobulinemia 1 1/0 0.50 1(100.00)
Kaposi's sarcoma 1 1/0 6.00 0 (0.00)
Burkitt lymphoma 1 1/0 5.00 0 (0.00)
Celiac 1 1/0 2.00 1(100.00)
Mixed immunodeficiency disorder (MID)® 3 0/3 3.00 (0.83-6.00) 2 (66.67)
Severe combined immunodeficiency + BMT 1 01 1.00 1(100.00)
Hypogammaglobulinemia (1gG2)f 1 0/1 6.00 1(100.00)
Hemophagocytic lymphohistiocytosis + BMT 1 0/1 3.00 0 (0.00)
Possible i deficiency disorder (POID)? 3 211 2.00 (0.41-2.00) 3(100.00)
Total 53 31/22 3.00 (1.92-5.00) 33 (62.26)

Supplementary Table 2: Demographic characteristics and pneumococcal vaccine

coverage in patients included in ID group.
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2 Pathologies included in syndromic PID: Down syndrome (3), Sickle cell disease (2),
thalassemia (2), microangiopathic hemolytic anemia (1), DiGeorge syndrome (1),
langerhans| cell histiocytosis (1), mucopolysaccharidosis syndrome (1), immune
thrombocytopenic purpura (1), Klinefelter syndrome (1), Noonan syndrome (1), fatty
acid oxidation disorder (1), thrombocytosis (1).

® Non-filiated syndrome in patient from China.

¢ Patient with methotrexate therapy for chronic uveitis.

4 MELAS syndrome: Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like
episodes.

¢ Patients with confirmed PID diagnosis in combination with immunosuppressive
therapy.

f Patient with cerebrospinal fluid leak.

9 Patients under observation for suspected immunodeficiency due to recurrent

infections, unusual severity, or uncommon etiologic pathogens.
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ﬁi:SEVIE journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio b Ty
Pathologies n Male/female Median age years Age-appropriately
(Q25-Q75) vaccinated, n (%)
Epilepsy? 6 2/4 1.58 (0.87-2.44) 4 (66.67)
Cerebral palsy 5 312 6.00 (5.00-8.50) 2 (40.00)
Craniosynostosis and craniofacial disorders 3 21 3.00 (0.83-5.00) 2 (66.67)
Macrocephalus 2 11 1.75 2(100.00)
Cochlear implant® 2 11 1.58 2(100.00)
Neonatal encephalopathy 2 11 1.92 1 (50.00)
Cerebrospinal fluid leak 1 on 9.00 0 (0.00)
Total 21 10/11 2.00 (1.54-5.50) 13 (61.90)

Supplementary Table 3: Demographic characteristics and pneumococcal vaccine
coverage in patients included in ND group.

# One patient presents a severe form of epilepsy (Lennox-Gastaut syndrome).

® Two patients had neonatal hypoacusis, one of them had a diagnosis of Pendred

syndrome (SLC26A4 mutation).
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Abstract

Measurement of anti-pneumococcal capsular polysaccharides (anti-PnPs) IgG titers is an important tool in the immunologic
assessment of patients with suspected immunodeficiency disorders (ID) to reduce the morbi-mortality and minimize severe
infections. Retrospectively, we studied the relationship among anti-PnPs IgG response to 3 doses of Prevenar®13, levels of
immune system components, leukocyte populations, and clinical data in children with ID. Serum samples were collected at
least 4 weeks post vaccination. Subsequently, multi-serotype enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed.
Eighty-seven children (under 12 years) were enrolled. Primary immunodeficiency disorder (PID) was the most common
disorder (45) followed by possible immunodeficiency disorder (POID) (19), secondary immunodeficiency disorder (SID)
(15), and mixed immunodeficiency disorder (MID) (8). The median age was 3 (1.50-5.33) years, 65% of patients were male.
Deficient production of anti-PnPs IgG (titer <50 mg/L) was detected in 47 patients (54%), especially in the MID group,
all of them under immunosuppressive therapy. In PCV13 responders, the mean of leukocyte population levels was higher
with statistically significance differences in CD4 +/CD8 +T lymphocytes (p=0.372, p=0.014) and CD56+/CD16+NK
(p=0.016). Patients with previous bone marrow transplantation were the worst PCV 13 responders. Pneumococcal IgG
antibody titers (post-vaccination) along with clinical and analytical markers represented.

Keywords PCV 13 - Children with immunodeficiency disorders - Anti-PnP IgG titers - Immunoglobulin levels -
Lymphocyte populations
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PCV  Pneumococcal-conjugated vaccine
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POID Possible immunodeficiency disorder
SID  Secondary immunodeficiency disorder
MID  Mixed immunodeficiency disorder

ID Immunodeficiency disorder

IT Immunosuppressive therapy
Introduction

Immunodeficiency disorders (ID) represent defects in the
immune system that result in weakened or dysregulated
immune defense. These deficiencies may occur as primary or
secondary conditions or as a combination of both, which are
not rare illness although their prevalence varies greatly from
country. Primary immunodeficiency diseases (PID) consti-
tute inherent defects in immunity, most of which arise from
inborn deviations in the genetic code. Worldwide, approxi-
mately 1/10000 people are affected by PID, a number which
is likely underestimated due to “missed” diagnoses [1, 2].
The wide range of presentations of PID entails that some
forms are undiagnosed for years. Secondary immunodefi-
ciency diseases (SID) are currently increasing and might
be defined as impairment of the function of cells or tissues
of the immune system caused by extrinsic factors, like HIV
infection, lymphoproliferative diseases and, particularly, use
of immunosuppressive therapy (IT) [3].

Patients with immunodeficiencies, characteristically suf-
fer from recurrent, severe, or unusual infections, which can
lead to deterioration of both their health and quality of life.
Nevertheless, development, recurrence, and pathogenesis of
these infections within the immunological alterations profile
depend mainly on the immunological disorder and not on
patient's age [3]. In this sense, severe forms of IPD are par-
ticularly more common in pediatric population than adults,
in which have a high infectious susceptibility. Furthermore,
in this serious illness, morbidity—mortality rates are rel-
evant, especially in common variable immunodeficiency
(CVID) [4]. Although in recent decades, the mortality of
some of these patients has been reduced to approximately
20% since the introduction of the immunoglobulin replace-
ment therapy (IRT) [S]. Currently, the extensive use of IRT
in the clinical practice, together with other specific immu-
nodeficiency treatments like bone marrow transplantation
(BMT), contributes to improving the survival of ID patients.
Furthermore, severe infections should be minimized using
appropriate anti-infective prophylaxis combined with social
and environmental preventive measures. Thus, early ID
diagnosis is crucial. Based on evidence [6], children with
suspected ID should be prematurely referred to immunol-
ogy specialists for diagnostic evaluation and management
recommendations.

The production of normal counts of antibodies and
other immunologic components is essential for an adequate
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response against a wide variety of pathogens. Therefore,
quantitative and qualitative defects in their normal produc-
tion result in recurrent and severe infections [7]. In this
sense, the laboratory serves as the primary source of diag-
nostic information used to define the immunologic defect.
In clinical practice, quantitation of specific antibody levels
to prior vaccines, immunoglobulins, IgG subclasses, pre/
post-immunization antibody titers and iso-hemagglutinins
is used as an initial screening test to ID diagnosis [8-10].
Any abnormalities in the immunoglobulin levels quan-
tification and/or post-vaccination serological responses
should be followed by lymphocyte populations analysis
performed by flow cytometry to ensure the appropriate
presence and distribution of the different cellular subpop-
ulations [7]. Regardless, post-immunization titers below
protective levels should be evaluated in the clinical context
of the patient and accompanied by other complementary
explorations adjusted to the diagnostic suspicion.

Measured pneumococcal vaccine response is necessary
because of Streptococcus pneumoniae in one of the most
commonly isolated microorganisms in bacterial infections
in ID patients, especially in primary antibodies deficien-
cies [11]. These pneumococcal assays are important in
vaccine efficacy evaluation as well as in the diagnosis
of certain immune deficiency syndromes. The definitive
method to evaluate antibody production involves immuniz-
ing a patient with protein antigens (e.g., tetanus toxoid)
and polysaccharide antigens (e.g., Pneumovax, Merk &
Co, Inc, Whitehouse Station, NJ) followed by assessing
pre-immunization and 3—-4-week post-immunization anti-
body levels [8].

Nevertheless, in our study, we measured titers of anti-
pneumococcal capsular polysaccharides (anti-PnPs) IgG
after three shots of pneumococcal-conjugated vaccine
(PCV13), following the complete vaccination pediatric
schedule, as a primary end-point that would predict pro-
tection against pneumococcal disease [12]. In this sense,
all our patients should achieve antibody protective levels
with fully pneumococcal vaccination, although in more
than half, these are not obtained. Although, the correct
immunization response protects against infection, other
conditions, such as environmental, behavioral, nutritional,
and immunological factors, also contribute to avoid pneu-
mococcal disease.

Therefore, we focused on collecting clinical and analyti-
cal data related to immunological status (PCV 13 response,
immunoglobulin levels, IgG subclasses, leukocytes and
neutrophils count, and lymphocyte subsets) from pediatric
patients with ID that are useful for their clinical manage-
ment. Accurate and early diagnosis of these pathologies is
critical for appropriate therapy and affords the opportunity
to provide suitable genetic counseling to the patient and his
or her family.
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Methods
Study population

An observational retrospective study was carried out at
La Fe University Hospital from November 2018 to May
2022. Subjects were eligible to participate in this study if
they met all of the following inclusion criteria: (a) children
under 12 years of age attended at the Pediatric Depart-
ment; (b) accurate diagnosis of immunodeficiency, family
medical history or conditions affecting the immune system
that suggest the presence of an immunodeficiency disorder
(recurrent infections, need of parenteral antibiotics, unu-
sual severity, difficult recovery, or uncommon etiologic
pathogens); and (c) standard complete vaccination sched-
ule (3 doses) with the PCV13.

Subjects were ineligible to participate in this study if
they met any of the following exclusion criteria: (a) other
pneumococcal vaccination schedule (PPSV23, PCV7,
PCV10, PCV20 or different dose number of PCV 13); and
(b) the patient was ever diagnosed of invasive/non-inva-
sive pneumococcal infection based on La Fe University
Hospital medical records. The clinical information on the
pneumococcal vaccination coverage of the patients was
obtained from the Nominal Vaccine Registry (NVR) as
registered by the Conselleria de Sanitat of the Generalitat
Valenciana. The database included patient demograph-
ics, clinical (i.e., ID, IT) and analytical data: (a) titers of
anti-PnPs IgG; (b) serum levels of IgA, IgM, IgG, and
IgG subclasses; (c) leukocytes and neutrophils count; and
(d) lymphocyte subsets (CD3+T, CD4+T, CD45+T,
CD8+T, CD19+B and CD56 +/CD16 + NK).

Patient grouping

The patients were assigned into 4 groups according to their
immunodeficiency disorder following the European Soci-
ety for Inmunodeficiencies (ESID) guidelines [3]: Primary
immunodeficiency disease (PID): patients with confirmed
PID diagnosis; Secondary immunodeficiency disease (SID):
patients with confirmed SID diagnosis (malignancies, spleen
functional disorders or IT); Mixed immunodeficiency disor-
der (MID): patients with confirmed PID diagnosis in com-
bination with IT; and Possible immunodeficiency disorder
(POID): patients under observation for suspected immuno-
deficiency due to recurrent infections, unusual severity, or
uncommon etiologic pathogens.

Syndromic PID are disorders in which not only the
immune system but also other organ systems are affected.
In our study, these specific illnesses are included in PID
and MID groups [13].

ELISA assays

Serum samples were collected at least 4-6 weeks post vac-
cination. The VaccZymeTM Anti-PCP IgG Enzyme Immu-
noassay Kit (The Binding Site Group, Birmingham, UK)
was used to assess anti-PnPs IgG titers, according to the
manufacturer’s instructions. ELISA plates were coated with
PnPs antigens (1-5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F), and antibodies
against the 23 serotypes were measured simultaneously in
the same determination. Patients were classified following
the Binding Site Group recommendations into responders
(anti-PnPs IgG > 50 mg/L) and low-responders (anti-PnPs
IgG<50 mg/L) [14, 15].

Analyses of immunoglobulins leukocytes
and neutrophils count

The methods performed for the analyses were: immunotur-
bidimetry for IgA, IgM, and IgG (Abbot® Alinity c), neph-
elometry for IgG subclasses (Siemens BNII® human IgGSc
assay) and flow cytometry for leukocytes and neutrophils
count (SYSMEX® XN-Series). All procedures were carried
out according to the manufacturer’s instructions [16].

Flow cytometry analyses of lymphocyte subsets

Peripheral blood was obtained in EDTA tubes and was
processed by flow cytometry within 24 h from collection.
Lymphocyte populations (CD3+T, CD4+T, CD45+T,
CD8+T,CD19+B and CD56 +/CD16 +NK) were stained
using BD Multitest 6-color TBNK reagent (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) following the sample processing proto-
col recommended by the manufacturer in a FACSCanto-II
or a FACSLyric flow cytometer and automatically analyzed
using FACSCanto or FACSSuite Clinical software, respec-
tively. Briefly, peripheral blood was stained using a cocktail
of monoclonal antibodies fluorochrome-conjugated (CD3-
FITC, CD16-PE, CD56-PE, CD45-PerCPCy5.5, CD4-
PECy7, CD19-APC, CD8-APCCy7) and incubated in BD
TruCountTM tubes for 15 min in the dark at room tempera-
ture. Then, samples were hemolyzed using BD FACSLysing
solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) for 15 min
in the dark at room temperature. After these steps, samples
were acquired in the flow cytometer within 1 h. The results
of the percentages and absolute counts of the lymphocyte
populations were obtained from the Laboratory Information
Systems [17, 18].

Statistical analysis

Results were analyzed using the “ClickR” package
(v0.4.3.2) and the SPSS V21.0. Statistical software (SPSS
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Inc, Chicago, IL, USA). Student’s 7 test and ANOVA were
used as parametric methods; and Mann—Whitney and
Kruskal-Wallis as non-parametric statistical tests. Fisher’ s
exact test was used to compare the categorical variables. A
p<0.05 was considered statistically significant.

Ethics statements

Patient recruitment and sampling procedures were per-
formed in accordance with the Helsinki Declaration and
applicable local regulatory requirements and laws after
approval from the Ethics Committee of the Health Research
Institute Hospital La Fe.

Results
Study population

A total of 93 children were initially recruited; however, 6 of
them were excluded due to a previous pneumococcal infec-
tion, since our study focuses on measuring immune response
of PCV13. In this sense, 87 of these meeting the defined
inclusion criteria.

PCV13 response according to the immunodeficiency
disorder

PID was the most common disorder (45 patients) followed
by POID (19), SID (15) and MID (8). Demographic char-
acteristics, anti-PnPs IgG titers and PCV13 response of
the 87 enrolled patients classified according to the patient
grouping are summarized in Table 1. The median age was 3

Table 1 Demographic characteristics and response to PCV13 of patients classified according to their diagnosis group

Diagnosis group n Median age (Q25-Q75) Male/female Anti-PCP IgG Responders/
(mean+SD) no respond-
ers
Primary immunodeficiency disease (PID) 45 3.35(1.83-5.91) 28/17 72.34+65.48 21/24
Autoinflammatory diseases 1 4.50 0/1 28.72 0/1
Combined immunodeficiency 4 3.00 (1.98-5.46) 4/0 148.55+68.26 4/0
Complement deficiencies 2 3.87 2/0 50.45+14.07 171
Congenital phagocytes disorders 5 1.92 (1.12-4.08) /4 52.67+78.08 1/4
Hypogammaglobulinemia 11 4.41(2.25-6.16) 74 69.67+64.13 6/5
Innate immunity disorders 1 6.16 0/1 84.48 1/0
Syndromic PID* 21 3.00 (1.76-5.80) 1477 67.71+£63.44 8/13
Secondary immunodeficiency disease (SID) 15 2.96 (1.60-5.70) 13/2 79.54+70.95 718
Immunosuppressive therapy 11 3.04 (1.52-5.68) 10/1 83.22+71.28 714
Acute myeloid leukemia 1 6.5 1/0 17.9 0/1
Spleen functional disorder 3 2.41(2.16-2.58) 71 16.67+14.56 0/3
Mixed immunodeficiency disorder (MID) 8 3.25(1.42-5.33) 5/3 6.26+7.36 0/8
Severe combined immunodeficiency 2 0.87 0/2 0.36+0.42 0/2
Congenital phagocyte disorders 1 10.41 170 2.88 0/1
Hypogammaglobulinemia 2 4.12 20 12.42+9.35 0/2
Innate immunity disorders 1 1.41 170 3.02 0/1
Syndromic PID" 2 341 171 9.34+10.27 0/2
Possible immunodeficiency disorder (POID) 19 2.42(1.41433) 11/8 90.77+94.76 177
Respiratory recurrent infections 10 2.66 (1.41-4.66) o4 94.82+94.10 7/3
Skin recurrent infections 4 3.87 (1.68-5.16) 272 48.02+43.10 2/2
Mixed recurrent infections (respiratory + skin) 1 341 0/1 4.03 0/1
Others 4 3.20 (1.47-4.66) 3/1 42.80+39.41 3/1
Total patients 87 3(1.50-5.33) 57/30 67.82+69.90 40747

Q2S5 first quartile, Q75 third quartile, SD Standard deviation.

*Syndromes included in syndromic PID Chediak-Higasi (1), DiGeorge (7), Hereditary spherocytosis (1), Hyper-IgE (3), MECP2 duplication (1),
Osler-Weber-Rendu (1), Sickle cell anemia (2), Brainbridge-ropers (1), Thrombocytopenia (4). bSyndmmes included in syndromic PID: Evans

(1), Hyper-IgE (1)
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(1.50-5.33) years, 65% of patients were male, and deficient
production of anti-PnPs IgG (titer <50 mg/L) was detected
in 47 patients (54%).

Patients from the PID group presented the highest level
of anti-PnPs IgG (90.77 £ 94.76) mg/L, whereas the lowest
was found in the MID group (6.26 +7.36) mg/L. The vac-
cine response was compared according to age and sex, and
no statistically significances were found.

The means of anti-PnPs IgG titers of the 4 groups were
compared and statistically significant differences were found
(p=0.013), as is represented in Fig. 1. The lowest rate of
antibody response was found in MID group, since none of
these patients achieved protective levels of anti-PnPs IgG.

Relationship between immune system components
levels with PCV13 response

In responder patients, the mean of leukocytes, neutrophils
and lymphocytes subsets levels was higher in all cases
except for CD19+B lymphocytes. Statistically significant
differences were found for CD4 +T lymphocytes (p=0.372),
CD8+T lymphocytes (p=0.014) and CD56 +/CD16 + NK
(p=0.016). Figure 2 represents level of leukocytes, neutro-
phils, and lymphocytes subsets of the 87 patients classified
in PCV13 responders (anti-PnPs IgG > 50 mg/L) and low-
responders (anti-PnPs IgG <50 mg/L).

Second, patients were classified in 3 groups (low, normal,
and high) according to their serum levels for immunoglobu-
lins and immune system cells, compared with age-matched
reference intervals [19, 20]. Figure 3 shows anti-PnPs IgG

Fig.1 Anti-PnPs IgG titers

levels achieved in these 3 groups. In the low range patients,
the mean of anti-PnPs IgG titers achieved was lower in all
cases except for CD8 + lymphocytes, IgA and IgG4. Statisti-
cally significant differences were found among 3 groups for
CD4+T and CD3+T lymphocytes (p=0.014 and 0.023,
respectively) with greater anti-PnPs IgG levels in the high
range patients.

Patients with specific therapy for immunodeficiency
disorder

Seven patients, with serious underlying pathologies,
required specific immunodeficiency therapy: four within
IRT and three within bone marrow transplantation (BMT).
Table 2 shows demographic and clinical characteristics,
anti-PnPs IgG titers, diagnosis group classification, and
levels of immune system components of them. These
patients presented worse PCV 13 response (22.09 +26.14
vs 68.61 +£69,92, p=0.03) mg/L. Only two patients with-
out IT achieved anti-PnPs IgG protective level (> 50 mg/L).
Corticosteroids were the immunosuppressive drug more
frequently used (3/5) followed by corticosteroids in com-
bination with cyclosporine (1/5) and other combinations
(etoposide + cytarabine + mitoxantrone) (1/5). More than
half of the patients required prophylactic anti-infective
therapy (5/7). Antibacterials were the prophylactic therapy
more frequently used (5/5), especially cotrimoxazole as
prophylaxis against Pneumocystis jirovecii pneumonia (4/5).
The totality of BMT patients (including patient #4) required

achieved according to the r
immunodeficiency disorder.
Box plots showing anti-PnPs

IgG titers of the patients
included in the study, classified
according to the immunode-
ficiency disorder, determined
by ELISA. POID possible
immunodeficiency disorder;
MID mixed immunodeficiency
disorder; PID, primary immuno-
deficiency disease; SID second-
ary immunodeficiency disease.
Black line and rhombus inside
box plots represent the median
and mean values, respectively.
Outliers are represented as red
points. *p value <0.05; **p
value <0.01
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Anti-PnPs IgG (mg/L)
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Fig.2 Correlation between immune system cells levels and PCV13
response. Dot plots showing patient’s leukocytes, neutrophiles and
lymphocyte population (CD3+T, CD45+T, CD4+T, CD8+T,
CD19+B and CD56+/CD16+NK), classified according to PCV13
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Fig.3 Anti-PnPs IgG titers according to the reference ranges of
immunoglobulins and immune system cells levels. Anti-PnPs IgG
serum titers in patients included in the study, classified according to
the reference ranges of immunoglobulins and immune system cells
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response. Low-responders (red) and responders (green). Black lines
inside the dot plot represent the mean value. *p value <0.05. Data are
shown in two graphs for convenience of interpretation
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plot represent the median and mean value, respectively. Outliers are
represented as red points. ¥*IgG4 and IgG1 levels were measured only
in 34 patients. *p value <0.05
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Table 2 Clinical and analytical characteristics of patients who received specific therapy for their immunodeficiency

CD3+T CDI9+B NK

IgM  CD4+T

IgA

IT

Anti-infective pro-

Complications

Anti-PnPs
IgG (mg/L)

Diagnosis group

Age (years)/sex

Patient

Treatment

phylactic therapy

(episodes/year)

SCIg (IRT)

23%

278*
384

4%

616*
2

28* 224%

86
97

Yes

Yes

16.60 3+173

MID
PID

6.00 /male

2.91/male

#1

516
478
214

249

1032

1766
343

152
5

No

1.5+£0.71 No

50.40
66.12

#2
#3
#4

2802

372%

5%

No

No

PID
MID

7.41/male

3040

41

35

Yes

Yes

0.06

0.91/female

BMT

15%

2838
131
438

10*

3%
2952

10 20

393
80

Yes

Yes

0.66
2.88
17.9

MID
MID

SID

0.83/female
10.41/male

6.5/male

#5

5994

207

Yes

Yes

4.16+1.83
2.50+£2.50

#6

a
-

1882

1158

82

Yes

Yes

#7

SCIg subcutaneous immunoglobulin, /RT immunoglobulin replacement therapy, BMT bone marrow transplantation

*Low levels according to the patients” age. Clinical data of the patients is provided in supplementary material (eTable 2)

cotrimoxazole prophylaxis. Antivirals and antifungals were
used only in BMT patients (including patient #4).

Discussion

The prevalence of immunodeficiency disorders has been
increasing in recent years, among other causes, due to the
improvement of their diagnosis. Clinicians must maintain a
high index of suspicion for ID in pediatric patients. Instead,
timely recognition of these conditions followed by appropri-
ate testing and referral to an immunology specialist remains
indispensable to provide optimal health and well-being for
these children [3].

Serologic methods used to measure pneumococcal
vaccines response are important in evaluation of vaccine
efficacy as well as in the diagnosis of immune deficiency
disorders. Combination of pneumococcal antibodies titers
measure (by ELISA methodology) with opsonic phagocyto-
sis has become a useful tool for evaluating immunogenicity
[21]. WHO ELISA (serotype-specific IgG assay) was used
extensively in evaluation and licensure of pneumococcal
vaccines, particularly conjugate vaccines in children. How-
ever, use of this ELISA in the clinical routine is unprac-
tical because the assay must be performed many times to
measure individual serotypes response [22, 23]. For this
purpose, we focus on the total vaccine anti-PnPs IgG titers
as an important component of the diagnostic evaluation of
immunodeficiency disorders since it is a relatively easy test
to perform although pre/post-immunization antibody titers
measurement after pneumococcal polysaccharide vaccine is
the definitive method to evaluate antibody production [8].

In our cohort, PID is the most common disorder, coincid-
ing with other series, which show prevalence rates as 1 in
2.000 for children [24, 25]. The role of immunodeficiency
in the PCV 13 response is essential since ID patients, with
qualitative and quantitative antibody defects, achieve lower
pneumococcal antibody titers than healthy children [26, 27].
Thus, immunization may result in scarce or no protection. In
our study, 54% of patients present a poor PCV 13 response
despite fully vaccination, these high values are in agree-
ment with other published series [28, 29]. To highlight, in
MID group, none of the patients reach protective anti-PnPs
IgG titers. This finding could be due to the immunosuppres-
sant medication used in these patients which would explain
the immunological hyper-responsiveness phenomenon, as
it has been found in other cohorts and with other vaccines
(i.e., hepatitis A and B, influenza, meningococcal) [30-35].
Overall, the immuno-suppressors block the clonal expansion
of specific T and B cells and, consequently, antibodies are
produced in lower amount and quality. In this sense, frequent
booster immunizations are required in immunosuppressed
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since duration of vaccine protection is shorter than in healthy
children [32, 35].

Protection induced by vaccination is mediated through a
complex interplay among innate, humoral, and cell-mediated
immunity. First, innate immune cells are rapidly recruited to
the place of shot inoculation. Second, activation of adaptive
immune cells (T and B cells) occurs, which results in the
formation of effector and memory cells [36, 37]. Therefore,
patients with low counts or dysfunction of immune system
components should produce a poor-quality vaccine response,
as in our cohort [38], where neutrophils, leukocytes, and
lymphocytes subsets means are higher in PCV 13 responders
with statistically significant differences in CD4+/CD8+T
lymphocytes and CD56 +/CD16 + NK, which are main
effectors of vaccine response, CD4 +T specially for conju-
gate vaccines [39].

Additionally, we have obtained similar findings when
evaluating the PCV 13 response in patients with low serum
levels of immune system components (compared with age-
matched reference intervals). In the low reference range
patients, the mean of anti-PnPs IgG titers achieved is lower
in all cases except for IgA, CD8 +T lymphocytes, and espe-
cially for IgG4. However, differences in pneumococcal anti-
body levels between low and normal/high range patients are
minimum, except for IgG4. Interestingly, we found inverse
relationship between PCV 13 response and IgG4 levels since
none of high IgG4 reference range patients achieve protec-
tive anti-PnPs IgG titers. The IgG subclasses exhibit differ-
ent functional activities. Specifically, the IgG4 presents the
lowest serum level and is the only subclass that fails to fix
complement [40]. Recent studies suggest that [gG4 would be
presumably involved in aberrant inflammatory response that
could be cause of [gG4-related disease (IgG4-RD) or [gG4-
associated cholangitis and autoimmune pancreatitis [41, 42].
There were also reports of [gG4-RD concurrent with pan-
creatic cancer and colon carcinoma. Opposite, other studies
suggest an anti-inflammatory and tolerance-inducing IgG4
effect [43]. Therefore, IgG4 plays both pathogenic and pro-
tective role in the immune response. Thus, future researches
with larger cohorts are required to understand the involve-
ment of this immunoglobulin in vaccine response, which
remains largely unknown.

Infectious complications should be minimized as much
as possible, and appropriate treatment with IRT or BMT
in combination with anti-infective prophylaxis are some
of the most commonly therapeutic approaches [44]. In our
study, seven patients required specific treatment for immu-
nodeficiency disorder, which are more like to have clinical
complications and poorer outcomes. They presented worse
PCV13 response, especially in patients with IT since any
of them achieved protective pneumococcal antibody levels.
Additionally, four of them presented low counts of immune
system components compared to age-reference ranges.

@ Springer

Thus, poor-quality pneumococcal vaccine response in these
patients is expected [3, 45, 46].

Limitations of the present study include the relatively
small number of patients recruited and the heterogeneity of
immunodeficiency disorders. Nevertheless, we try to reflect
the current situation in pediatric immunology units in which
different immunological disorders are diagnosed routinely.
Total anti-PnPs IgG titers measure provides a fast and valu-
able tool for evaluate the response to pneumococcal vac-
cine and could be use, with other clinical data, to determine
impaired host immunity. Next phase of our research would
be the measurement of post-immunization antibody levels
after booster shoot for a more complete immunological
study of our patients. Definitively, this research opens new
perspectives in the pneumococcal vaccine immunogenicity
research in patients with immunodeficiency disorders.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00430-022-00759-0.
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eTable 2

#1: Evans syndrome + IT (prednisone oral 2mg/kg/day) + IRT (1g/kg, two
doses/month) + amoxicillin clavulanic acid (if fever).

#2: Immune thrombocytopenia + IRT (0.8-1g/kg, two doses, short term use) + history
of Epstein-Barr virus infection that required therapy with corticosteroids (iv
metilprednisone 4 mg/kg/day).

#3: Congenital agammaglobulinemia + IRT (0.8/kg, four doses/month).

#4: Severe combined immunodeficiency + IRT (2.5g/kg/month), IT (budesonide
inhalation suspension 0.5mg/day + Cyclosporine 3mg/kg/day + azithromycin
(72mg/day, 3 days/week) + cotrimoxazole (80 mg/day, 3 days/week) + acyclovir
(80mg/kg/day) + itraconazole (5mg/kg/day) + history of Pneumocystis jirovecii
pneumonia and severe bronchospasm due to respiratory syncytial virus + waiting for
BMT.

#5: Severe combined immunodeficiency + IT (prednisone oral 8 mg/kg/day) +
ciprofloxacin (160mg/day) + cotrimoxazole (50 mg/day, 3 days/week) + voriconazole
(180 mg/day) + history of cutaneous graft-versus-host disease.

#6: Chronic granulomatous disease + IT (prednisone oral 7.5 mg/kg/day) + amoxicillin
clavulanic acid (500mg/day) + cotrimoxazole (40 mg/day, 3 days/week) + itraconazole
(100 mg/day) + history of pulmonary aspergillosis + history of cutaneous graft-versus-
host disease + Cytomegalovirus reactivation after hematopoietic stem cell.

#7: Acute myeloid leukemia + IT (etoposide + cytarabine + mitoxantrone) +

cotrimoxazole (50 mg/day, 3 days/week).
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OPEN A surface plasmon resonance based

approach for measuring response
to pneumococcal vaccine

Marta Garrido-Jarefio'">%, Leonor Puchades-Carrascol$, Leticia Orti-Pérez!,

José Miguel Sahuquillo-Arce?, Maria del Carmen Meyer-Garcia®, Joan Mollar-Maseres?,
Carmina Lloret-Sos?, Ana Gil-Brusola?*, José Luis Lépez-Hontangas?,

José Manuel Beltran-Garrido?, Javier Peman-GarciaZ*** & Antonio Pineda-Lucena’*™
Incidence of pneumococcal disease has increased worldwide in recent years. Response to
pneumococcal vaccine is usually measured using the multiserotype enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) pneumococcal test. However, this approach presents several limitations. Therefore, the
introduction of new and more robust analytical approaches able to provide information on the efficacy
of the pneumococcal vaccine would be very beneficial for the clinical management of patients. Surface
plasmon resonance (SPR) has been shown to offer a valuable understanding of vaccines’ properties
over the last years. The aim of this study is to evaluate the reliability of SPR for the anti-pneumococcal
capsular polysaccharides (anti-PnPs) IgGs quantification in vaccinated. Fast protein liquid
chromatography (FPLC) was used for the isolation of total IgGs from serum samples of vaccinated
patients. Binding-SPR assays were performed to study the interaction between anti-PnPs IgGs and
PCV13. A robust correlation was found between serum levels of anti-PnPs IgGs, measured by ELISA,
and the SPR signal. Moreover, it was possible to correctly classify patients into “non-responder”,
“responder” and “high-responder” groups according to their specific SPR PCV13 response profiles.
SPR technology provides a valuable tool for reliably characterize the interaction between anti-PnPs
IgGs and PCV13 in a very short experimental time.

Streptococcus pneumoniae represents a public health hazard as it is the most common cause of bacterial pneu-
monia, especially in children, the elderly and immunosuppressed patients, and causes 1.6 million annual deaths
worldwide'. The severity, global nature of these infections and the emergence of antibiotic resistance makes
vaccination a valuable health resource for prevention’. However, the complexity of the data generated from
serotype-specific assays, historical variations in the assessment of pneumococcal antibodies and cut-off points
that define response difficult the interpretation of what constitutes an adequate response’. In addition, pneumo-
coccal vaccines are commonly employed as a tool to functionally evaluate a patient’s humoral immune response®;
i.e., anti-pneumococcal antibodies (PnAb) are measured before and after vaccination in order to determine
whether an appropriate response has occurred.

Different pneumococcal vaccines have been developed which differ in two fundamental characteristics: the
number of serotypes represented in the vaccine and the antigenic nature of the pneumococcal materials used.
Contrary to adults, for whom recent studies increasingly recommended routine vaccination, the childhood
immunization schedule is well known and generally well implemented in developed countries®. Two pneumococ-
cal vaccines are currently widely used worldwide: Pneumovax 23 (PPV23; Merck, West Point, Pa.), a 23-valent
vaccine containing 23 pneumococcal capsular polysaccharides (PnPs) serotypes, and Prevnar 13 (PCV13; Wyeth,
Philadelphia, PA.), a 13-valent conjugate vaccine containing 13 PnPs serotypes and a non-toxic variant of diph-
theria toxin (diphtheria CRM197 protein) which transforms the T cell-independent polysaccharide vaccines to
T cell-dependent antigenic vaccines that are much more immunogenic, allowing its use in children under two
years®.

Drug Discovery Unit, Health Research Institute La Fe, Valencia, Spain. 2Microbiology Department, University
and Polytechnic Hospital La Fe, Valencia, Spain. *Preventive Medicine Department, University and Polytechnic
Hospital La Fe, Valencia, Spain. “Severe Infection Group, Health Research Institute Hospital La Fe, Valencia,
Spain. *Molecular Therapeutics Program, Center for Applied Medical Research, University of Navarra, Pamplona,
Spain. éThese authors contributed equally: Marta Garrido-Jarefio and Leonor Puchades-Carrasco. *lemail: peman_
jav@gva.es; apinedal@unav.es
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‘Vaccine response profile | N total | Age (years) (mean+SD) | Anti-PnPs IgGs* (mg/L) (mean +SD)
High responder 8 43.50+14.25 352.42+50.33
Responder 10 43.10+10.05 143.99+74.38
Non-responder 6 43.00+14.57 25.71+13.66

Table 1. Demographic characteristics of subjects included in the groups of study, classified according to their
PCV13 response profile as determined by ELISA. SD Standard deviation. *Determined by ELISA.

Many methods have been used for the measurement of serotype-specific PnAb levels, the most common
being the multiserotype anti-PnPs IgGs ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). This test allows the
quantification of anti-PnPs IgGs for various serotypes of S. pneumoniae in only one determination. Limitations
of this approach include the multiple reagents used, the high rate of false positive/negative results and the long
experimental time required (about 2 h)”-'L

Surface plasmon resonance (SPR) is an analytical technique that can provide a deeper characterization of
the antibody-antigen interaction, very valuable for a better understanding of a patient’s vaccine response. This
experimental tool has greatly contributed to the research, development, and production of new vaccines in recent
years'>!3. SPR is based on an optical phenomenon that occurs when polarized light is reflected by a surface coated
with a fine layer of metal (e.g., gold or silver). The binding of biomolecules on the sensor surface results in a
change in the refractive index, which can be measured as a change in resonance angle or resonance wavelength.
Thus, one of the interacting molecules (ligand) is immobilized on the surface of a sensor chip while the other
(analyte) is injected in solution, flowing over the sensor surface. The change in refractive index on the surface
has a linear relationship with the number of molecules bound to the sensor surface'*. Recent studies based in this
technology have shown that SPR-based methods are sensitive enough to detect antigen-specific IgGs in the ng/
uL range, providing information for differentiating the antibody responses of immunized patients'>'¢. In a more
recent study, Khurana et al. demonstrated the impact of repeated vaccinations on antibody-affinity maturation
using this analytical approach'”'®. Based on these previous reports, the aim of this pilot study was to evaluate
the potential of SPR for the quantification of anti-PnPs IgGs in serum of patients after PCV13 vaccination, with
a focus on the feasibility of implementing this experimental approach in routine clinical practice.

Results

Immunization state. Demographic characteristics and classification of patients included in the study
according to their vaccine response profile, based on their anti-PnPs IgGs levels (ELISA), are summarized in
Table 1. No significant age differences were observed among groups (ANOVA test p value=0.99).

Isolation of total IgG from serum samples. Albumin and other high-concentrated serum proteins
were efficiently removed from serum samples before SPR analysis to avoid potential interferences resulting from
non-specific binding (NSB) to the chip. Thus, higher specificity in the interaction between specific anti-PnPs
IgGs present in the serum and PCV13 immobilized on the chip could potentially be achieved. The composition
of the different elution fractions obtained after the purification was analysed by SDS-PAGE (Fig. 1). A broad and
flattened peak was obtained for the flow-through fractions, containing albumin and other serum proteins not
retained in the column, while a narrow peak, corresponding to IgGs enriched elutions was obtained after the
purification.

Optimization of SPR binding assay conditions. SPR binding experiments were performed after
PCV13 immobilization at 1730 RUs, following chip activation (Fig. 2). The performance of different acid and
basic solutions (i.e., glycine pH 2-3.5, HCI, NaCl and NaOH at different concentrations) was evaluated for the
optimal regeneration of the chip surface (data not shown). An optimal regeneration of the chip surface was
obtained after a 30 s injection of a 50 mM NaOH and 1 M NaCl solution. The same baseline level before and
after injection and reproducible SPR response even after numerous cycles was achieved following this protocol
(Fig. 3). After optimization of an effective regeneration protocol, different sample dilutions were assayed to
ensure minimal NSB and best signal-to-noise ratio. Thus, the choice of the optimal dilution to perform the SPR
experiments was based on the analysis of the reproducibility and the dynamic range of the SPR signal.

Intra-dilution reproducibility was assessed based on the mean of the coefficient of variation (%CV) obtained
for all the samples included in the study. Thereby, non-diluted samples (1:1) showed the highest intra-dilution
variability (%CV =15.40%), while it was below 10% for all assayed dilutions. Particularly, dilutions 1:8 and 1:16
exhibited the highest reproducibility, with %CV's of 4.20 and 3.90, respectively (Table 2). Regarding the dynamic
range of 1:8 and 1:16 dilutions, the highest fold change between the SPR signal for the most and the less anti-
PnPs IgGs concentrated samples included in the study, as determined by ELISA (429.13 mg/L and 8.65 mg/L,
respectively), were achieved for the 1:16 diluted samples, as is shown in Table 2. Overall, dilution 1:16 showed
the SPR response with the lowest NSB and best signal-to-noise ratio for clear differentiation between different
anti-PnPs IgGs concentrations'*2°.

Based on these considerations, sample dilution 1:16 was selected as the best experimental condition, showing
the most accurate and reproducible SPR results.
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Figure 1. Total IgG isolation from serum samples following FPLC assay. Chromatogram corresponding to the
interaction between serum proteins and HiTrap Protein G HP columns: (1) Diluted serum sample injection;
(2) Glycine buffer injection. Peak A corresponds to the flow-through fractions, containing albumin and other
serum proteins not retained in the column. Peak B (purple) corresponds to the elution fractions containing
total IgGs present in serum samples. Peak composition was confirmed by SDS-PAGE 12% (top insert). M:
Protein molecular weight marker; BP: Serum sample before purification, FT: flow through, containing albumin
(66.5 KDa) and other serum proteins, IgGs: Elution fractions containing total IgGs present in serum samples
(IgG's light and heavy chains, 25 and 50 kDa, respectively).

Ethanolamine
34000 -

——
32000 1

30000 1
28000 1
26000 A

EDC/NHS
24000 1

Response Units (RU)

22000 1

20000 1

PCV 13(CRM197-Lys)
18000 1

*1730 RU
16000 1 U

14000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Time (s)

Figure 2. PCV13 immobilization using amine chemistry. Representative SPR sensorgram illustrating the

steps of the immobilization process: (1) EDC/NHS were injected to activate the surface of the CM5 chip by
modification of the carboxymethyl groups to N-Hydroxysuccinimide esters; (2) Diluted PCV13 was injected
and immobilized in the chip surface by spontaneous reaction of the N-Hydroxysuccinimide esters in the

chip surface with the amine groups of lysine residues present in PCV13's diphtheria CRM197 protein; (3)
Ethanolamine was injected to block free activated carboxymethyl groups in the chip surface, preventing further
unspecific bindings during the SPR experiments. Blue asterisk indicates total immobilization level obtained in
the chip (1730 RU).
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Figure 3. Efficacy of chip regeneration following repeated injections. (A) SPR sensorgrams of 6 consecutive

injections for the same 1:8 diluted serum sample. Blue arrows indicate regeneration steps after each individual
injection; (B) Graphical representation of SPR response obtained after each injection and its dependency with
the injection number. * Binding report point refers to the maximum level of RU obtained after serum injection.

159.48

1:1 907.40 5.69 15.40
1:2 706.45 52.40 13.48 8.90
1:4 399.60 33.03 12.10 5.13
1:8 251.51 16.52 15.22 4.20
1:16 146.33 8.26 17.72 3.90
1:32 85.23 4.13 20.64 5.54

Table 2. Evaluation of different sample dilutions and effect on SPR parameters. *Values in Response Units
(RU). *Corresponding to most anti-PnPs IgGs concentrated sample included in the study, as determined by
ELISA (429.13 mg/L). "Corresponding to less anti-PnPs IgGs concentrated sample included in the study, as

determined by ELISA (8.65 mg/L). “Fold Change between the RU values of the maximum and minimum SPR

signal determined for each sample dilution. Mean of the coefficient of variation between replicates for all

samples included in the study.
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Correlation between SPR response and anti-PnPs 1gGs levels determined by ELISA.  SPR bind-
ing profiles of subjects included in the study reflected patients’ immunization state (Fig. 4). A robust correla-
tion between the SPR response and the concentration of anti-PnPs IgGs determined by ELISA was found for
all samples included in the study using the 1:16 dilution (Spearman’s rho=0.84, p value=0.001) (Fig. 5). Only
samples with a serum anti-PnPs IgGs concentration below 270 mg/L, as determined by ELISA, were included in
these analyses to avoid potential interferences due to the saturation of the ELISA signal. This strong correlation
was also observed when analyzing all the different dilutions assayed during the study (Fig. S1). Moreover, the
analysis of the linearity of the SPR signal within this dynamic range (Fig. S2) revealed a good linearity of the SPR
response for the different sample dilutions analyzed in the study (R?=0.99). Finally, statistically significant dif-
ferences in SPR response were found between the groups of patients classified according to anti-PnPs IgGs levels
determined by ELISA (Fig. 6; p value <0.0001).

Discussion

Recent studies have described that SPR could become a relevant tool for the design and evaluation of vaccines
for the clinical management of several infectious diseases, such as HIV and Hepatitis'®?"*%. However, to the best
of our knowledge, our study demonstrates for the first time that SPR-based approaches may provide highly reli-
able and accurate measurements of serum anti-PnPs IgGs in a very short experimental time (2 min). Moreover,
SPR assays could offer additional advantages in routine clinical practice over classic ELISA. Thus, it would be
possible to regenerate the sensor and run over two hundred analytical samples using the same chip, which would
also translate into a better cost-effectiveness ratio over commercial ELISA kits.

In this study, different experimental actions were taken to ensure minimal NSB and optimal signal-to-noise
ratios in SPR experiments”-%. First, a Protein G Sepharose High Performance FPLC method was used to purify
serum total IgGs, as it as previously described**-?%. Then, taking advantage of amine groups of lysine residues
present in PCV13's diphtheria CRM197 protein, amine coupling was chosen for PCV13 immobilization on a
CMS5 chip surface. Following this approach, a good PCV13 immobilization level was achieved. Moreover, this
immobilization strategy facilitated the interaction between anti-PnPs IgGs present in the serum and the PCV13
immobilized in the chip, as no covalent bond is generated between PCV13 and the surface chip, ensuring acces-
sibility to the active site?”. Finally, in order to test the reusability and durability of the bioactive surface, differ-
ent regeneration conditions were evaluated. An effective regeneration protocol should remove anti-PnPs IgGs
bound to PCV13, while PCV13 molecules remain immobilized in the chip surface. In fact, as shown in Fig. 3,
an excellent recovery of the sensorgram baseline was obtained using an optimized chip regeneration protocol*’.

A robust correlation was also found when comparing the SPR response levels and the anti-PnPs IgGs concen-
tration, as determined by ELISA, for all patients included in the study. A good sensitivity and optimal reproduc-
ibility levels were obtained when 1:16 diluted serum samples were used for the SPR experiments. The optimiza-
tion of the assay conditions allowed the performance of SPR experiments without the need to saturate the ligand
in order to get meaningful results. This result constitutes a relevant finding because higher analyte concentrations
can give rise to multiphasic binding curves*"*2. Moreover, removal of non-specific IgGs from the the chip was
obtained by the continuous flow of buffer, as it is achieved with the washes during the ELISA tests*"*2. The 1:16
dilution of the samples provided the minimal variability in comparison with the other assayed sample dilutions.
In particular, the highest variation between replicates, over 10%, was observed for samples diluted 1:1. A potential
explanation for this finding could be that, at higher concentrations, IgGs could aggregate and bind to each other
during the SPR binding experiment. This phenomenon would explain the differences found in the SPR signal
when replicating this condition’'. Overall, the 1:16 dilution was deemed optimal because it provided a wide
dynamic range of SPR signals that could facilitate the discrimination of different anti-PnPs IgGs concentrations®’.

In summary, the interaction between anti-PnPs IgGs and PCV13 with a high specificity was successfully
measured using a SPR-based approach. Furthermore, significant differences in the SPR binding profile of patients
were found for patients classified according to their PCV13 response profile, as determined by serum anti-PnPs
IgGs levels measured by ELISA. Although further investigations in larger cohorts of patients and using different
pneumococcal vaccines are still needed, the results from this pilot study clearly show that SPR is a very valuable
tool for measuring response to pneumococcal vaccine in the clinical practice.

Finally, most current pneumococcal vaccination schemes are based on repeated doses of the same vaccine
to ensure the production of protective levels of IgGs, although some reports propose that natural infection
may induce stronger and longer-lasting immunity than vaccines®***. Nowadays, several limitations difficult the
interpretation of what constitutes an adequate vaccine response®. In future studies, SPR could represent a very
promising tool for evaluating and measuring the effect of different vaccines and specific serotypes following dif-
ferent vaccination schemes, allowing to determine whether an appropriate response has been achieved.

Methods

Study design. A total of 24 patients were enrolled in this study at the Department of Preventive Medicine
of the University and Polytechnic La Fe Hospital (Valencia, Spain). Serum samples were collected one month
after vaccination with PCV13. Exclusion criteria included patients aged less than 18 years old, patients with pre-
vious pneumococcal infection, as well as those who had received a previous dose of PCV13 in the last 5 years.
Recruitment and sampling procedures were performed in accordance with the Declaration of Helsinki, and after
approval from the Ethics Committee of the Health Research Institute La Fe (IIS La Fe, Valencia, Spain). Written
informed consent was obtained from each participant included in this study.

Quantification of serum anti-PnPs antibodies by ELISA.  VaccZyme Anti-PCP IgG Enzyme Immu-
noassay Kit (The Binding Site Group, Birmingham, UK) was used to assess anti-PnPs IgG titers, according to
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Figure 4. Representative SPR sensorgrams corresponding to the different groups of subjects included in the
study. During SPR experiments, interaction between the PCV13 molecules immobilised in the chip and the
serum anti-PnPs IgG occurs, changing the refractive index at the surface of the gold film and increasing signal
intensity. Response units (RU) are used to describe the increase in the signal, where 1 RU is equal to a critical
angle shift of 10~ deg. At the start of the experiment all immobilised PCV13 molecules have not been exposed
to serum anti-PnPs IgGs and the RU correspond to the starting critical angle (baseline). During the association
phase, serum samples are injected into the flow cell and serum anti-PnPs IgGs bind to the immobilised PCV13
molecules, increasing the signal intensity. The shape of this curve can be used to measure the rate of association.
This maximum RU relates to the maximum concentration of serum anti-PnPs IgGs that specifically interact
with immobilized PCV13. During the dissociation phase, serum anti-PnPs IgGs are removed from the chip by
the continuous flow. The surface is regenerated at the end of the experiment and returned to the starting critical
angle (baseline) to start the next experiment. *Characteristically report points of SPR sensorgram: Baseline
report point refers to the value of the critical angle at the star of the experiment. Binding report point refers to
the maximum level of RU obtained after serum injection.
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Figure 5. Correlation between SPR response and serum anti-PnPs IgGs levels determined by ELISA.
Spearman’ rank correlation analysis between SPR response (RU) and serum anti-PnPs IgGs levels determined
by ELISA (mg/L) for all samples included in the study with a serum anti-PnPs IgGs concentration below
270 mg/L, as determined by ELISA (SPR results for the 1:16 dilution).
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Figure 6. SPR binding profile reflects subjects’ immunization state. Dot plots showing the SPR binding level
(1:16 dilution) in the samples included in the study, classified according to their PCV13 response profile,
determined by ELISA: Non-responder (red), Responder (light green), High-responder (dark green). Student’s
t-test: *p value <0.05; ****p value <0.0001.
Scientific Reports | (2021) 11:6502 | https://doi.org/10.1038/541598-021-85958-0 nature portfolio

110



Trabajos publicados

www.nature.com/scientificreports/

the manufacturer’s instructions. Patient’s classification was performed based on the measuring range of the
ELISA assay (3.3-270 mg/L) and following the Binding Site Group recommendations into: (i) PCV13 non/poor-
responders (anti-PnPs IgGs <50 mg/L), (ii) PCV13 responders (anti-PnPs IgGs=51-270 mg/L), and (iii) PCV13
high-responders (anti-PnPs IgGs > 270 mg/L)**.

Isolation of serum total IgGs. Total IgGs were isolated from serum using fast protein liquid chromatogra-
phy (FPLC) in an AKTA pure chromatography system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). HiTrap HP columns,
prepacked with Protein G Sepharose High Performance (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), were used to isolate
IgGs from serum samples. Briefly, sera were diluted (1:35, v/v, in 20 mM NaH,PO buffer, pH=7), applied to the
HiTrap Protein G HP column at 1 ml/min, and eluted using a glycine buffer (100 mM Glycine, pH=2.7; 1 ml/
min). IgG-containing elution fractions, as detected by SDS-PAGE, were dialyzed against HEPES buffer (10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, pH=7.4) for 24 h at 4°C, then concentrated using 10 KDa centrifugal filter units Amicon
Ultra 10 K (Millipore, Bedford, USA) at 5.000 rpm up to a concentration of 5-7 mg/ml. A mass extinction coef-
ficient (¢) of 13.7 M! cm™! was used for measuring the IgG concentration in a NanoDrop One (Thermo Fisher,
Madison, USA).

Quantification of serum anti-PnPs antibodies by SPR. The binding between anti-PnPs IgGs and
PCV13 was monitored at 25 °C using a Biacore X100 instrument (GE Healthcare).

PCV13 preparation. PCV13 was dehydrated using Microcon centrifugal filter unit YM-50 membrane Amicon
(10.800 rpm, 4°C) and recovered in 320 pl of 10 mM sodium acetate buffer (pH 4.5), to obtain a final concentra-
tion of 100 pg/ml diphtheria toxoid (CRM197).

PCV13 immobilization. Free amines of CRM197 (100 pg/ml) contained in PCV13 were covalently immobi-
lized in the flow cell 2 of a carboxy-methylated CM5 sensor chip by (i) activating the carboxymethyl groups with
70uL of N-hydroxysuccinimide (NHS) and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride
(EDC) solution (10 pl/min), (ii) injecting 50 ul of PCV13 to promote the coupling reaction (10 pl/min), and (iii)
blocking the free activated carboxymethyl groups with 70 pl of ethanolamine (10 pl/min) (Fig. S3). A reference
channel (flow cell 1) was immobilised in parallel, without PCV13, following the same procedure. After immo-
bilization, 10 injections of 5 ul of regeneration solution (50 mM NaOH and 1 M NaCl) were performed until
baseline stabilization was obtained (10 pl/min).

Binding SPR assay.  For the evaluation of binding, serial dilutions (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) of purified IgG
samples were freshly prepared in running buffer HBS-EP (10 mM HEPES, 500 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.1%
surfactant P20, pH =7.4), previously filtered and degassed. A total volume of 10uL were injected for each dilu-
tion (60 s contact time; 10 ul/min) for association. Dissociation was performed over a 200 s interval. Surface
regeneration between samples was carried out injecting 5 pl of regeneration solution (50 mM NaOH and 1 M
NaCl) during 30 s (10 pl/min). Triplicates of the samples were injected for all dilutions.

Data analysis. Experimental results were analysed using Biacore X100 Evaluation Software 2.0.1 (GE Health-
care, Uppsala, Sweden). The interaction between injected anti-PnPs IgGs and PCV13 immobilised in the CM5
sensor chip was defined by the binding response. The corrected response for flow cell 2, in response units (RU),
was obtained by subtraction of the RU detected in the reference channel (flow cell 1) and was characterized using
the evaluation methods predefined by GE Healthcare (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

Statistical analysis. Results were analysed using the “ClickR” package (v0.4.3.2)". Spearman’ rank cor-
relation analyses were performed for the evaluation of the correlation between anti-PnPs IgGs concentrations
(ELISA), and the binding response (SPR). ANOVA and Student’s t-test were used to assess the statistical signifi-
cance of the differences in SPR binding results among the groups of patients. A p value <0.05 was considered
significant.
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Figure S1. Spearman’s rank correlation analysis between SPR response (RU) and serum anti-
PnPs 1gGs levels determined by ELISA (mg/L) for all samples included in the study with a serum
anti-PnPs 1gGs concentration bellow 270mg/L, as determined by ELISA (SPR results for all the
sample dilutions assayed in the study (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32).
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Figure S2. Linear correlation analysis between average SPR signal and sample dilution
coefficient for all the serum samples included in the study.
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Figure S3. Scheme of the PCV13 immobilization using amine chemistry. The immobilization process
consisted in three steps: (1) NHS/EDC were injected to activate the surface of the CM5 chip by
modification of the carboxymethyl groups to N-Hydroxysuccinimide esters (-NHS-); (2) Diluted PCV13
was injected and the N- Hydroxysuccinimide esters spontaneously reacted with the amine groups in
lysine residues of CRM197 to form covalent links between the PCV13 molecules and the CM5 chip
surface; (3) Ethanolamine was injected to block free activated carboxymethyl groups and avoid non-
specific binding in the SPR experiments; (4) Anti-PnPs IgGs generated by patients against the different
epitopes present in the PCV13 are detected by SPR (anti-PnPs IgGs and CRM197).
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Pese a la extensa utilizacion de las vacunas antineumococicas, la ENI continua siendo
una de las primeras causas de morbi-mortalidad en niflos pequefios y adultos con
patologia de base. En este contexto surge la necesidad de realizar el presente trabajo,
estudiando la ENI desde tres enfoques distintos: i) epidemiolégico, a nivel de uso y
eficacia de las vacunas, ii) clinico, al centrarse en nifios con ID, los cuales presentan
un riesgo aun mas elevado de padecer episodios de ENI con peor curso clinico y
prondstico, y iii) experimental, al validar la RPS como técnica novedosa para medir los
anti-PnPs IgGs.

En nuestra serie, la ENI afecta negativamente a la poblacion pediatrica, especialmente
a los varones menores de 2 afos, al igual que lo observado en otros estudios’’. La
implantacion de la VNC13 en el calendario de vacunacién infantil ha tenido un impacto
positivo en la tasa global de cobertura vacunal, aumentando del 60% al 87%, al igual
que en otras series''?'13, Ademas, se han reducido marcadamente los casos de ENI
por serotipos incluidos en la VNC13, con excepcion del serotipo 3, que permanece
estable, en concordancia con lo descrito por otros autores''41%. No obstante, al igual
que en otros estudios, se ha observado un aumento de la incidencia de ENI por

serotipos no vacunales'"6:117,

En nuestro trabajo, los serotipos 19A, 3, 24B/F, 33F y 10A son los mayoritarios,
coincidiendo con otras series''®, especialmente los serotipos 19A y 3. Asimismo, estos
dos serotipos se asocian con tasas elevadas de fallos vacunales a la VNC13. La
capsula hipermucosa caracteristica del serotipo 3 le permite evadir la respuesta
inmune, lo que podria explicar su implicacion en los fallos vacunales; ademas,
ensayos clinicos de inmunogenicidad de la VNC13 han demostrado que la respuesta
humoral frente a este serotipo es inferior a la del resto'®%19,  Por otra parte, el
aumento significativo de la prevalencia del serotipo 19A junto con su resistencia

antibidtica, lo convierten en uno de los serotipos de especial vigilancia'?°.

Como era de esperar, la neumonia fue la forma clinica mayoritaria entre los nifios con
ENI, especialmente en aquellos sin enfermedades cronicas de base y en los que
presentan dolencias respiratorias cronicas, a pesar de que la neumonia es la forma

de presentacion mas comun entre los adultos'?".
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De acuerdo con otras publicaciones'%®'??, |as tasas de meningitis mas elevadas se
observan en nifios con alguna enfermedad neurolégica de base (implante coclear,
epilepsia, fistula de LCR, etc.). Asimismo, este grupo de pacientes presenta secuelas
importantes y mayor mortalidad asociada, con diferencias estadisticamente
significativas (p=0,024). Estos hallazgos concuerdan con series previas que reportan
una mortalidad asociada a meningitis neumococica de hasta un 30%, y hasta un 50%

de secuelas en los pacientes que sobreviven'?3,

En términos generales, el riesgo de ENI es mayor en pacientes con enfermedades
cronicas de base que en la poblacidén sana, tal y como aparece reflejado en nuestro
estudio, donde mas de la mitad de los pacientes (50,4%) presenta alguna afeccion
subyacente'®. Estas enfermedades cronicas suelen ir acompaiiadas de afectacion
inmunologica lo que explicaria que en nuestro estudio el 63% de los fallos vacunales
se produjesen en pacientes con afecciones de base'?*. No obstante, la relacion entre
un estado inmunitario deficiente con una mayor probabilidad de fallo vacunal no
parece ser tan clara en algunas publicaciones'?®. Una explicacién plausible seria que
la mayoria de estos estudios excluyen a pacientes con comorbilidades, puesto que
representan una fuente sustancial de variabilidad en términos de susceptibilidad a la
infeccion'?®. En cualquier caso, son necesarios futuros estudios con mayor nimero de

pacientes para poder extraer conclusiones con superior potencia estadistica.

Como era de esperar, los dos pacientes de nuestro estudio con ENI recurrente tenian
una ID subyacente, coincidiendo con algunas series que refieren que hasta el 75% de
pacientes con episodios de ENI recurrentes presentan alguna ID %127, Nuestros
hallazgos respaldan la importancia de realizar evaluaciones inmunoldgicas completas
en ninos sin una predisposicidon conocida que debutan o que presentan episodios
repetidos de ENI. En los ultimos anos se ha observado un incremente en la
prevalencia de ID en poblacion pediatrica, debido precisamente a las mejoras en el
diagnéstico.

Los métodos seroldgicos son utiles para medir la eficacia vacunal, asi como para el
diagndstico de posibles ID. Actualmente, en estudios de inmunogenicidad y
autorizacion de vacunas neumocdcicas se utiliza el ELISA de la OMS, que mide I1gG
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especificas de cada serotipo, en combinacién con ensayos OPA. No obstante, ambas
técnicas presentan inconvenientes que limitan su utilizacion en la practica habitual,
como la necesidad de realizar un ELISA de cada uno de los serotipos por separado,
o la tediosidad que caracteriza a los ensayos OPA®%667 En este contexto surge la
idea de poder utilizar el titulo de anti-PnPs IgG global, tras vacunacion con VCN13,
junto con otros parametros facilmente medibles en el laboratorio (niveles plasmaticos
de poblaciones leucocitarias o de subclases de IgG, entre otros) para completar la
evaluacion diagnostica de pacientes con distintos tipos de ID.

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto el papel de la ID en la respuesta a la VNC13,
puesto que, tras una pauta de vacunacion completa, mas de la mitad de los pacientes
(54%) presentan titulos anti-PnPs IgG por debajo del umbral protector, coincidiendo
con lo ya publicado'%®'28, Ademas, ninguno de los pacientes con ID y tratamiento
inmunosupresor crénico alcanza dicho umbral, debido a la hiporreactividad
inmunoldgica inducida por estos farmacos'?®. En general, los inmunosupresores
bloquean la expansion clonal de los linfocitos T y B y, consecuentemente, los
anticuerpos vacunales se producen en menor cantidad y calidad'3°. Por esta razon en
nifios con ID, especialmente si estan bajo terapia inmunosupresora, deben utilizarse
pautas de vacunacion especiales con refuerzos frecuentes para lograr una respuesta

vacunal 6ptima®’.

De igual forma, la proteccion inducida tras la vacunacion esta mediada por la
interaccion compleja entre la inmunidad innata y la inmunidad celular/humoral’3'. Por
tanto, los pacientes con disfuncion o recuentos bajos de los componentes del sistema
inmunitario suelen producir respuestas vacunales de mala calidad, como en nuestra
cohorte'32133 En este sentido los pacientes que responden a la VNC13 tienen
concentraciones mas elevadas de neutréfilos, leucocitos vy linfocitos, con diferencias
estadisticamente significativas para linfocitos TCD4+/CD8+ y CD56+/CD16+"34,

Sorprendentemente, encontramos una relacién inversa entre niveles elevados de

IgG4 y la respuesta a la VNC13, puesto que los pacientes que tenian titulos de 1gG4

elevados presentaron peor respuesta a la inmunizacion.
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Estudios recientes sugieren que esta inmunoglobulina podria estar involucrada en
procesos de respuesta inflamatoria aberrante, o que explicaria su participacidén en
enfermedades como la pancreatitis autoinmune o la colangitis asociada a IgG4'34. Por
otra parte, otras publicaciones sugieren que la IgG4 tiene un efecto antinflamatorio e
inductor de tolerancia lo que le conferiria a esta subclase de inmunoglobulina un papel
patégeno y a la vez protector de la respuesta inmune'3%136. En cualquier caso, son
necesarias nuevas investigaciones con mayores cohortes de pacientes que aclaren el

papel de la IgG4 en la respuesta vacunal.

Finalmente, validamos la técnica de RPS para la medicién en suero de 1gG anti-PnPs
con la finalidad de incorporar esta novedosa metodologia en la practica clinica
habitual’, ya que la RPS puede presentar interesantes ventajas respecto a los kits de
ELISA comerciales, como la capacidad de regeneracion del sensor o la posibilidad de
analizar mas de 200 muestras con un mismo chip. Hasta donde sabemos, nuestro
estudio demuestra por primera vez que los métodos basados en RPS proporcionan
mediciones fiables y precisas de los niveles séricos de IgG anti-PnPs en un tiempo
experimental muy corto (2 min).

Para asegurar la especificidad de la sefial de UR durante el experimento y minimizar
las posibles interacciones con otras proteinas presentes en el suero, se purificaron las
lgG totales mediante FPLC'3"1% y se inmovilizé la vacuna mediante acoplamiento
amino con la superficie de un chip CM5 facilitandose la interaccién de las IgG anti-
PnPs presentes en el suero con los PnPs presentes en la VNC13, los cuales estaban
libres en la superficie del chip'°. Ademas, se disefid un protocolo de regeneracion
eficaz, puesto que se consiguid eliminar entre muestras de pacientes distintos las 1IgG
anti-PnPs unidas en la superficie del chip, sin dafiar la estructura de la VNC1340,

Finalmente, encontramos una correlacion robusta entre la concentracion de 1gG anti-
PnPs medidas por ELISA y la sefial de UR obtenidas por RPS, con buena sensibilidad
y niveles oOptimos de reproducibilidad, especialmente para la dilucion 1:16. No
obstante, estos hallazgos deben ser corroborados en otras vacunas neumocécicas y

en cohortes mas amplias de pacientes.
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Por tanto, los resultados de nuestro estudio piloto muestran claramente que la RPS
es una herramienta muy valiosa para medir la respuesta vacunal a VNC13 en la
practica clinica habitual. En el futuro, las RPS podria representar una metodologia
muy prometedora para evaluar y medir la efectividad de diferentes vacunas con
distintos serotipos de una forma sencilla y coste-efectiva.
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. Durante el periodo de estudio, la mayoria de casos de ENI se registraron en
ninos menores de 5 afios y del sexo masculino, indicando una mayor

vulnerabilidad en este grupo etario y género.

. La implementacion de la VNC13 en el calendario de vacunacion infantil de la
Comunidad Valenciana consiguio una reduccion significativa de los casos de

ENI causados por serotipos vacunales, con excepcion del serotipo 3.

. Los pacientes con enfermedades crénicas subyacentes, especialmente con
algun tipo de inmunodeficiencia, presentan mas riesgo de ENI, sobre todo por

los serotipos 3y 19A.

. En los niflos con enfermedades neurolégicas de base se observan las tasas
mas altas de secuelas y mortalidad tras ENI, lo que subraya la vulnerabilidad

de este grupo frente a la infeccion.

. Los pacientes diagnosticados con algun tipo de inmunodeficiencia,
especialmente los que recibieron terapia inmunosupresora y los trasplantados
de progenitores hematopoyéticos, presentan mayor tasa de hipo-respuesta

vacunal.

. Existe una asociacion estadisticamente significativa entre niveles plasmaticos
normales de linfocitos T CD4+/CD8+ y células NK CD56+/CD16+ con una
respuesta vacunal 6ptima a la VNC13.

. Se observa una correlacion robusta entre la sefial en UR obtenida por RPS y
la concentracion de los niveles séricos de IgG anti-PnPs medidos mediante
ELISA, especialmente para la dilucion 1:16.

. La tecnologia basada en RPS proporciona una valiosa herramienta para

caracterizar de forma fiable la interaccion entre IgGs anti-PnPs y VNC13 en un

tiempo de realizacion muy corto.
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