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RESUMEN 
 

Pese a la extensa utilización de las vacunas antineumocócicas, la Enfermedad 

Neumocócica Invasiva (ENI) continúa siendo una de las primeras causas de morbi-

mortalidad en niños pequeños y adultos con patología de base. En este contexto surge 

la necesidad de realizar el presente trabajo, estudiando la ENI desde tres enfoques 

distintos: i) epidemiológico, a nivel de uso y eficacia de las vacunas, ii) clínico, al 

centrarse en niños con inmunodeficiencia, los cuales presentan un riesgo aún más 

elevado de padecer episodios de ENI con peor curso clínico y pronóstico, y iii) 

experimental, al validar la Resonancia de Plasmón Superficial (RPS) como técnica 

novedosa para medir los niveles de anti-PnPs IgGs en el suero de pacientes 

vacunados. 

 

Las vacunas neumocócicas han demostrado ser inmunogénicas, eficaces y seguras y 

constituyen la principal herramienta para prevenir la ENI por serotipos vacunales. 

Además, se ha observado el llamado “efecto indirecto o de inmunidad de grupo” con 

una disminución de la incidencia de ENI en niños y adultos no vacunados, al disminuir 

la colonización nasofaríngea en los inmunizados y, por tanto, la transmisión y 

circulación de serotipos vacunales. No obstante, a pesar de la disminución 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 

ecológico de la nasofaringe humana, el resto de los serotipos, adquieren una ventaja 

ecológica 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 población pediátrica de la Comunidad Valenciana. Este trabajo recoge los 

casos de ENI notificados en un amplio periodo de tiempo con la finalidad de conocer 

la casuística, así como la repercusión que ha tenido la implantación de la vacuna 

neumocócica conjugada trecevalente (VNC13) en el calendario de vacunación infantil.  
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Por otra parte, se evaluó la respuesta vacunal a la VNC13 (pauta completa) en niños 

con algún 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 realizó una monitorización de los niveles 

plasmáticos de componentes implicados en la respuesta inmune (poblaciones 

linfocitarias, inmunoglobulinas, etc.), así como del título de anti-PnPs IgGs alcanzado 

en el suero de estos pacientes tras la administración de la pauta completa de VNC13. 

El objetivo de la recopilación de todos estos datos sería establecer asociaciones entre 

hiporrespuesta vacunal y concentración plasmática de los mismos. Se demostró que 

existía una asociación estadísticamente significativa entre un título protector de anti-

PnPs IgGs tras la administración de la VNC13 con niveles elevados de TCD4+/TCD8+ 

y CD56+/CD16. 

 

Finalmente, validamos la técnica de RPS para la medición en suero de IgG anti-PnPs 

con la finalidad de incorporar esta novedosa metodología en la práctica clínica 

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 correlación robusta entre la concentración de IgG anti-PnPs 

medidas por ELISA y la señal de UR obtenidas mediante RPS, con buena sensibilidad 

y niveles óptimos 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. 
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ABSTRACT 
 

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 IgG 

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. 
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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 

IgG 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 IgG 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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1.1 Streptococcus pneumoniae  

1.1.1 Marco histórico y características microbiológicas 

Streptococcus pneumoniae  fue descubierto de manera casi simultánea en 1881 por 

Louis Pasteur en Francia y George Miller Sternberg en EE. UU. Años más tarde fue 

reconocido como la causa más frecuente de neumonía lobar y empezó a denominarse 

neumococo. En 1926 se le asignó el nombre de Diplococcus pneumoniae, por su 

apariencia en la tinción de Gram, y en 1974 fue renombrado como S. pneumoniae, 

por su morfología durante el crecimiento en medio líquido. En los primeros años de la 

década de 1980, Felix y Georg Klemperer demostraron que la inmunización con 

neumococos inactivados protegía a los conejos frente a la subsiguiente inoculación 

con neumococos, y que esta protección se podía transferir infundiendo suero 

procedente de conejos inmunizados a receptores sin exposición 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 (opsonización). 

Estos estudios sentaron las bases de lo que hoy llamamos inmunidad humoral1,2.  

 

S. pneumoniae es una bacteria Gram-positiva que presenta una forma cocoide con 

extremos lanceolados. Se dispone típicamente en parejas, especialmente en 

muestras clínicas, aunque también puede encontrarse formando cadenas cortas sobre 

todo en medio líquido3 (Figura 1.1).  

 

 

 

  

Figura 1.1. Visualización de tinción de Gram de S. pneumoniae (x100). 
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Este microorganismo, anaerobio facultativo, es auxótrofo para la colina y crece en 

agar sangre con atmósfera al 5% de CO2 dando lugar a colonias α-hemolíticas4. Su 

identificación en el laboratorio puede llevarse a cabo mediante tres pruebas 

bioquímicas: 1) solubilidad de las colonias en sales biliares (desoxicolato sódico); 2) 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No obstante, algunas cepas presentan resistencia a la optoquina. El peptidoglucano y 

el ácido teicoico son los principales componentes de la pared del neumococo. El ácido 

teicoico es un polímero de hidrato de carbono que contiene fosforilcolina, el cual está 

unido covalentemente al peptidoglucano en la superficie externa de la pared 

bacteriana. El ácido teicoico y fragmentos estrechamente adheridos del 

peptidoglucano componen el polisacárido C, el cual está presente en todas las cepas 

de S. pneumoniae5. 

 

1.1.2 Factores de virulencia 

La habilidad del neumococo para sobrevivir dentro del hospedador está relacionada 

con el genotipo bacteriano el cual determinará la expresión de una serie de genes de 

virulencia involucrados en la interacción patógeno-hospedador, situación que le 

permitirá resistir el estrés fisiológico y ambiental6. S. pneumoniae presenta numerosos 

factores de virulencia entre los que destacan los descritos a continuación (Figura 1.3). 

Figura 1.2. Crecimiento de S. pneumoniae en agar sangre con sensibilidad a la optoquina. 
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Cápsula polisacárida: 
La cápsula, constituida por un polisacárido complejo variable en diferentes cepas 

(CPS: capsular polysaccharide), es el factor de virulencia más importante, ya que las 

cepas capsuladas son capaces de eludir la acción fagocitaria mediada, o no, por el 

sistema del complemento7. Hasta la fecha se han identificado al menos 97 serotipos 

de S. pneumoniae en función de diferencias antigénicas. Prácticamente la totalidad 

de los aislados clínicos de S. pneumoniae están rodeados por CPS constituyendo la 

piedra angular de la patogénesis de las infecciones neumocócicas. No obstante, se 

han documentado casos de cepas no capsuladas implicadas en brotes de 

conjuntivitis8.  

 

 

Figura 1.3.  Representación esquemática de los principales factores de virulencia de S. 

pneumoniae y localización en la bacteria (citoplasma, membrana, pared celular y cápsula 

polisacárida). Ply: Neumolisina, Aly: Autolisina, PspA y PspB: proteínas de superficie A y 

B respectivamente. 
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Además, 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 protección 

frente a la enfermedad neumocócica7. Asimismo, cada serotipo presenta unas 

propiedades intrínsecas que condicionarán la interacción con el hospedador. De este 

modo, las cepas de los serotipos 3, 7F y 19A son encontradas habitualmente en la 

población adulta, especialmente a partir de los 65 años9. Mientras que los serotipos 1, 

4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F afectan principalmente a la población 

pediátrica10. No obstante, tras la implantación generalizada de la vacunación 

antineumocócica en los países desarrollados la casuística está cambiando debido al 

remplazo por serotipos no incluidos en las vacunas11. 

 

Neumolisina: 
Es una toxina con efecto proinflamatorio, la cual estimula la producción de TNF, IL-1 

e IL-8 en macrófagos, células dendríticas, epiteliales y endoteliales, lo que potencia la 

patogénesis y diseminación de la bacteria. Además, inhibe directamente la migración 

de neutrófilos y activa la vía clásica del complemento, lo que disminuye las reservas 

de complemento12. 

 

Autolisina: 
La autolisina neumocócica es un factor de virulencia implicado en la autolisis, así como 

en la lisis inducida por penicilinas13. La función 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 está claro cómo 

contribuye a la virulencia de la bacteria. La liberación de otros factores de virulencia 

tras la lisis bacteriana como proteínas implicadas en la evasión inmunitaria podría ser 

una explicación plausible12. 

 

Proteínas de superficie: 
Las proteínas de superficie son un importante factor de virulencia de S. pneumoniae 

ya que participan activamente en la interacción patógeno-hospedador. Presentan un 

importante potencial inmunógeno lo que las convierte en candidatas perfectas para el 

desarrollo de nuevas vacunas como antígenos proteicos.  
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Las proteínas de unión a la colina (LytA, LytB, LytC, PspA, PspC), son algunas de las 

representantes más relevantes de este grupo14. La LytA es la autolisina responsable 

de la autolisis celular por hidrólisis del peptidoglucano. Durante este proceso se 

produce la liberación de productos derivados de la degradación de la pared celular, 

así como de la neumolisina, lo cual produce una inflamación generalizada a nivel 

endotelial15. Esto permite la diseminación de la bacteria a través del torrente 

circulatorio. La LytB ha sido relacionada con el proceso de adhesión a células de 

nasofaringe humana durante el proceso de colonización y con la evasión de la 

fagocitosis mediada por el sistema del complemento15.  

 

La LytC también es una lisozima que contribuye a la virulencia al liberar otros factores 

de virulencia y mediadores inflamatorios16. La PspA interfiere en la activación de la vía 

clásica del complemento y permite evadir la actividad de la vía alternativa del 

complemento mediada por el factor B17. La PspC es una adhesina que favorece la 

colonización de la nasofaringe humana, así como la transición a través del epitelio18. 

 

1.1.3 Sensibilidad antibiótica 

Hasta 1977 prácticamente la totalidad de aislados de S. pneumoniae inhibían su 

crecimiento con concentraciones de penicilina £0,06 µg/mL. Ese año se describió el 

primer caso de resistencia del neumococo a la penicilina asociado a fracasos 

terapéuticos, especialmente en meningitis19. Aislados de neumococo con una 

concentración mínima inhibitoria (CMI) £0,06 µg/mL se consideraron sensibles a la 

penicilina y aquellos con una CMI ³0,12 µg/mL, resistentes. En 2008 las definiciones 

de sensibilidad a la penicilina se modificaron según el lugar de la infección, haciendo 

una distinción clara entre meningitis y otros cuadros clínicos12. Actualmente, según el 

EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) una CMI ≤0,06 

µg/mL se considera sensible con independencia del tipo de cuadro clínico, mientras 

que para la definición de resistente diferencia la meningitis (CMI >0,06 µg/mL) del 

resto de cuadros clínicos (CMI >2 µg/mL)20. 
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Los betalactámicos (penicilinas y cefalosporinas) son el tratamiento de elección de las 

infecciones neumocócicas, aunque pueden emplearse otros antibióticos, así como 

combinaciones de estos en función de la gravedad del cuadro clínico y del tipo de 

paciente. En infecciones no complicadas como la otitis media, la sinusitis o la 

neumonía no grave puede emplearse amoxicilina, levofloxacino o moxifloxacino. En 

infecciones invasivas graves se utilizan fármacos de mayor espectro como 

ceftriaxona, cefotaxima, linezolid o vancomicina, entre otros21. En España, el 20% de 

las cepas tienen resistencia intermedia a penicilina y menos del 5% resistencia de alto 

nivel; además, el 20% de los aislados son resistentes a macrólidos y cerca del 2% a 

levofloxacino9. 

 

1.1.4 Sintomatología y manifestaciones clínicas 

El principal mecanismo de transmisión de S. pneumoniae es a través del contacto 

directo persona-persona mediante las secreciones respiratorias del portador/enfermo 

e individuos sanos. La propagación de la bacteria a través de fómites, aunque mucho 

menos habitual, también ha sido demostrada ya que el neumococo puede crear 

biopelículas en objetos inanimados y sobrevivir durante periodos de tiempo 

prolongados en el medio ambiente22. En las primeras semanas de vida, la prevalencia 

de colonización se sitúa en torno a un 10%, llegando a presentar un pico del 70-100% 

en el primer año de vida. En la edad adulta estos valores descienden por debajo de 

un 5%. La mayoría de los episodios de colonización son asintomáticos, ya que el 

hospedador es capaz de eliminar la bacteria22-24. 

 

En algunas ocasiones, se dan las condiciones óptimas para que el neumococo se 

adhiera y multiplique en el epitelio (infecciones virales previas, microbioma 

polimicrobiano, neuraminidasas neumocócicas…) y de esta forma consiga propagarse 

a otros tejidos y órganos dando lugar a infecciones25. La Figura 1.4 esquematiza los 

procesos de transmisión, colonización e invasión de S. pneumoniae en el hospedador. 
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Las infecciones por S. pneumoniae son responsables de 1,6 millones de muertes 

anuales en el mundo26, constituyendo la enfermedad prevenible por vacunas con 

mayor mortalidad en población infantil, ancianos, inmunodeprimidos27 e 

inmunocompetentes con factores de riesgo. En la Tabla 1.1 se resumen los factores 

que predisponen a padecer una infección por S. pneumoniae28. 

 

Figura 1.4. Procesos de transmisión, colonización e invasión 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 tráquea, y el árbol 

bronquial dando lugar a cuadros clínicos tales como otitis, sinusitis o incluso neumonía. Esta 

situación suele aparecer en individuos susceptibles o con factores predisponentes tras 

superar los mecanismos locales de aclaramiento de la bacteria. En ocasiones, tras 

diseminación hematógena, el neumococo consigue acceder al sistema nervioso central, el 

endocardio, las articulaciones o la cavidad peritoneal, entre otras localizaciones produciendo 

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

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

La ENI se define como el aislamiento de S. pneumoniae, la detección de su ácido 

nucleico o de sus antígenos en una localización habitualmente estéril como sangre, 

LCR, líquido sinovial, líquido pleural, etc.  

 

 

Factor Situaciones predisponentes 

Mayor riesgo de exposición Residencias de ancianos/discapacidad, guarderías, 

prisiones, albergues 

Factores locales (favorecen la 

localización y dificultan el 

aclaramiento mucociliar) 

Colonización, infección viral previa, asma bronquial, EPOC, 

tabaquismo, insuficiencia cardiaca, intubación, 

broncoaspiración, disminución del nivel de conciencia 

Déficit en la producción de 

anticuerpos 

Primaria: agamma e hipogammaglubulemia, déficit de 

subclases de IgG 

Secundaria: mieloma múltiple, linfoma, leucemia linfocítica 

crónica, VIH 

Déficit de factores del complemento C1, C2, C3b, C4 

Neutropenia Neutropenia cíclica, quimioterapia, aplasia medular 

Alteración de la quimiotaxis 

leucocitaria 

Alcoholismo, cirrosis hepática, diabetes mellitus, 

insuficiencia renal crónica, corticoides 

Disminución del aclaramiento 

bacteriano 

Asplenia congénita o esplenectomía 

Multifactorial Edades extremas, desnutrición, diabetes mellitus, 

corticoides, enfermedades crónicas, alcoholismo, 

hospitalizaciones prolongadas 

Otros Cansancio extremo, exposición al frío, estrés 

Tabla 1.1. Factores que predisponen a padecer una infección por S. pneumoniae. 
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Los cuadros clínicos más característicos de la ENI son: bacteriemia, endocarditis, 

artritis séptica, empiema, pericarditis, peritonitis y meningitis; todos ellos con elevada 

mortalidad asociada28. En Galicia, un estudio realizado durante 2 años estimó que la 

tasa de letalidad por ENI fue del 16,5%, llegando al 23,3% en mayores de 75 años9; 

en Andalucía, la letalidad media por ENI fue de un 20% en el 201029; en Madrid en el 

periodo 2007-200930, 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 

autónoma, aunque ha disminuido la prevalencia de ENI en el periodo 2007-2016, ha 

aumentado el número de pacientes hospitalizados por ENI, a pesar de que la mayoría 

de ellos había sido previamente vacunados31.  

 

Entre los cuadros no invasivos producidos por S. pneumoniae destacan la otitis, la 

mastoiditis y la neumonía. La invasividad no es requisito indispensable para la 

gravedad de la infección, puesto que en España S. pneumoniae es responsable de 

hasta el 63,7% de las neumonías adquiridas en la comunidad (NAC) según series32, 

con un total de 75.932 muertes en adultos a partir de los 50 años en el periodo 2003-

200733. La gravedad y globalidad de estas infecciones, unidas al incremento de la 

resistencia a los antibióticos observada en los últimos años, convierten a la vacunación 

en un recurso sanitario muy valioso para su prevención. 
 

1.1.5 Vacunas neumocócicas 

La vacunación con polisacáridos capsulares es la base del control de la enfermedad 

neumocócica. Actualmente se dispone de dos tipos de vacunas de amplia utilización, 

las vacunas neumocócicas conjugadas (VNC) y las vacunas neumocócicas 

polisacáridas (VNP). Las VNC contienen polisacáridos capsulares conjugados con la 

proteína transportadora CRM197. Esta conjugación produce: i) una respuesta timo-

dependiente con inducción de memoria inmunológica, mediada por células B, ii) una 

elevación rápida 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 

fenómeno de tolerancia o hiporrespuesta tras dosis repetidas34.  
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Todas estas características las convierten en candidatas idóneas para su utilización 

tanto en niños como en adultos. Por otra parte, las VNP son poco inmunógenas por 

debajo de los 18 meses de edad, su inmunidad se reduce con el tiempo y genera 

tolerancia35. Por esta razón se administran únicamente en población adulta. En la 

Figura 1.5 se indican los serotipos de las diferentes vacunas antineumocócicas 

comercializadas hasta la fecha. 

 

 

 

 

 

 

En España, la vacunación sistemática con VNC (VNC7, VNC10, VNC13) en la edad 

pediátrica se introdujo en 2015 (y en todas las Comunidades Autónomas en 2016); 

aunque, desde su comercialización en 2001, se ha administrado a la población infantil 

sólo por prescripción privada. Actualmente, y siguiendo las recomendaciones de la 

Asociación Española de Pediatría, el calendario vacunal completo para neumococo 

debe incluir 3 dosis de VNC13 o VNC20 (de reciente comercialización en España), las 

2 primeras a los 2 y 4 meses, con un refuerzo a partir de los 11 meses de edad36. En 

la población adulta se recomienda vacunar con VNP23 a los mayores de 65 años, sin 

necesidad de dosis de refuerzo salvo en casos especiales, y con VNC13 o VNC20 a 

la población adulta perteneciente a grupos de riesgo (inmunodeficiencia, 

enfermedades crónicas, implantes cocleares, etc.). 

 

Figura 1.5. Serotipos incluidos en las diferentes vacunas antineumocócicas 

comercializadas. *Vacunas utilizadas actualmente en España. 

* 

* 

* 
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Pese a la amplia utilización de estas vacunas, la NAC y la ENI por S. pneumoniae son 

dos de las enfermedades infecciosas con mayor prevalencia en países con amplia 

cobertura vacunal. Según el European Centre for Disease Prevention and Control 

(ECDC), la incidencia de ENI global en Europa en 2015 fue de 5,6 casos por 105 

habitantes37. Desde la comercialización de las vacunas antineumocócicas, se han 

realizado múltiples estudios para evaluar la eficacia de las mismas, así como la 

relación coste-efectividad. Por lo que respecta a la VNP23, Bouza et al., en un 

metaanálisis realizado en 2013, mostraron que la efectividad de la VNP23 en personas 

inmunocompetentes fue del 50-80% en la prevención de la ENI, pero sin demostración 

concluyente de protección frente a la neumonía no bacteriémica38. En pacientes 

pertenecientes a poblaciones de riesgo, otro metaanálisis mostró que no hubo 

evidencia de protección con la VNP23, ni de reducción de la neumonía, ni de la 

mortalidad39. Un ensayo clínico realizado en pacientes infectados por el VIH en 

Uganda con VNP23 frente a placebo observó la ausencia de eficacia vacunal para la 

prevención del primer episodio de ENI40.  

 

Otro estudio realizado en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, tratados 

con anti-TNF o con inmunosupresores combinados (anti-TNF y tiopurinas), ha 

mostrado que la inmunogenicidad de la VNP23 se ve disminuida41. En el Reino Unido 

donde la cobertura vacunal de la población alcanza el 75%, no se evidenció la 

efectividad vacunal de la VNP23 en población con enfermedad de base ni en mayores 

de 75 años42.  

 

El uso de la vacuna VNC13 en nuestro país se asocia con una reducción en la tasa 

de incidencia de hospitalizaciones por ENI del 55% (p<0,001), en niños menores de 

15 años, y de hasta un 63% (p<0,001) en niños de entre 12 y 24 meses43. Estos datos 

se asemejan a los obtenidos en otros países como Reino Unido o EE.UU.44.  Pese a 

que la VNC13 muestra mejor perfil de eficacia que la VNP23, en algunos estudios la 

respuesta en mayores de 60 años es menor de la esperada45, así como en pacientes 

con leucemia linfocítica crónica46.  
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Es difícil de estimar el impacto coste-efectivo de la vacunación antineumocócica en 

adulos con enfermedad de base. Un estudio realizado en 10 países europeos, incluido 

España, evaluó el impacto económico de la utilización de la VNP23 para prevenir la 

ENI en adulto. La vacunación fue coste-efectiva en todos los países y en España los 

costes por QALY en adultos ≥65 años fueron de 9.187 euros47. Sin embargo, estudios 

posteriores realizados en Alemania mostraron que la estrategia de vacunar a adultos 

con VNC13 resultó más coste-efectiva que vacunar con VNP23 y que no vacunar48. 

1.1.6 Epidemiología de la ENI en la Comunidad Valenciana 

Desde el 1 de enero de 2007, la ENI es una enfermedad de declaración obligatoria 

(EDO) en la Comunidad Valenciana, registrándose los casos mediante el sistema AVE 

de Vigilancia Epidemiológica. Este sistema recopila automáticamente información 

sociodemográfica y de cobertura vacunal. Además, la Red de Vigilancia 

Microbiológica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA) integra en tiempo real los 

resultados microbiológicos de los hospitales en el sistema AVE31. 

 

Las cepas de neumococo aisladas en muestras clínicas por los diferentes laboratorios 

de microbiología de la Comunidad Valenciana, que cumplen con la definición de caso 

de ENI, son remitidas para su serotipado al laboratorio de referencia. Hasta 2019, 

estas cepas eran enviadas al Servicio de Microbiología del Hospital Universitario y 

Politécnico La Fe (HUP La Fe); sin embargo, a partir de 2020, el Hospital General 

Universitario de Valencia actúa como laboratorio de referencia. Con toda la 

información recopilada, el Servicio de Vigilancia y Control Epidemiológico elabora un 

informe anual de la vigilancia epidemiológica de la ENI en la Comunidad Valenciana, 

el cual es de acceso libre a través del portal de la Conselleria de Sanitat i Salut Pública. 

La Figura 1.6 muestra la distribución anual del número de casos notificados de ENI 

en la Comunidad Valenciana, así como el porcentaje de vacunación de los mismos, 

desde el 2011 al 202331. 
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En la Tabla 1.2 se resumen algunas de las características generales de los casos de 

ENI en la Comunidad Valenciana desde el 2014 al 202331. 
 

 

 

 

 

 

 

 
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 12,5 11,14 6,04 4,16 6,95 11,1 

Enfermedad de base (%) 67,5 69,4 69,8 71 68,3 65,7 68,4 68,4 60,8 65,86 

Letalidad (%) 19,2 18,5 17,4 16,9 15,8 15,8 15,5 20,3 11,7 13,1 

Hospitalización (%) 93,1 92,5 94,9 92,3 93,5 91 93,4 95,3 94,2 93,3 

Sepsis  86 94 76 104 151 141 73 59 81 129 

Meningitis 47 53 59 61 67 56 35 31 42 84 

Neumonía 179 173 192 244 337 279 165 91 190 298 

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

Introducción 

Figura 1.6. Distribución anual de casos de ENI en la Comunidad Valenciana (2011-2023). 



 

 
  

35 

 
1.2 Métodos de medición de la respuesta vacunal a las vacunas 
antineumocócicas 
 

Desde un punto de vista clínico, no es fácil valorar la efectividad real de las vacunas 

antineumocócicas, sobre todo en grupos de riesgo e inmunodeprimidos, a pesar de 

que representan el grupo de población diana para el uso de estas vacunas, por 
la mayor morbi-mortalidad asociada de la ENI.  La OMS ha definido los siguientes 

criterios serológicos de protección conjunta para todos los serotipos frente a ENI: un 

título ≥0,35 µg/ml de anticuerpos IgG anti-CPS (enzimoinmunoensayo; ELISA) y una 

actividad opsonofagocítica (OPA) del suero ≥1/8 un mes después de la 

primovacunación.  

 

Los títulos protectores frente a neumonía y frente a la otitis media aguda (OMA) están 

peor definidos, pero es probable que para la primera se necesiten títulos 3-4 veces 

superiores a los de la ENI, mientras que para la segunda son necesarios títulos >10 

veces superiores49. Pese a que el ELISA es la técnica gold standard, puede 

considerarse tediosa debido a los numerosos pasos técnicos y de manipulación 

necesarios, dificultando su utilización de manera rutinaria. Con esta premisa surge la 

necesidad de desarrollar nuevos métodos analíticos 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 clásicos para la medición de la 

respuesta vacunal. Se trata de un método radioinmunocéntrico basado en la formación 

específica de complejos antígeno-anticuerpo. El RIA mide la interacción entre los 

anticuerpos anti-CPS presentes en el suero de pacientes vacunados y epítopos de las 

vacunas neumocócicas por radiometría50. En la Figura 1.7 se esquematizan las 

etapas del RIA para la detección de anticuerpos anti-CPS en suero.  
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A pesar de su alta sensibilidad, la falta de especificidad, los problemas de seguridad 

relacionados con la utilización de polisacáridos neumocócicos radiomarcados y su 

coste elevado han contribuido a remplazar esta técnica, casi en su totalidad, por el 

método de ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)50. Además, un 

estudio mostró la ausencia de correlación entre la respuesta de los anticuerpos 

antineumocócicos medidos por RIA con la frecuencia/gravedad de las infecciones en 

pacientes con inmunodeficiencia 51. 

1.2.2 Hemaglutinación 

 Las pruebas de hemaglutinación e inhibición de la hemaglutinación se basan en la 

capacidad de algunos patógenos para aglutinar los eritrocitos. En el caso de la 

detección de anticuerpos antineumocócicos, los glóbulos rojos humanos recubiertos 

de polisacárido neumocócico se mezclan con una muestra de suero del paciente y se 

documenta la mayor dilución a la que se produce aglutinación. 

 

Figura 1.7. Etapas del método de RIA para la determinación de anticuerpos anti-CPS en 

suero. 
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 Aunque estas pruebas son específicas de serotipo o subtipo y arrojan una 

sensibilidad aceptable, su estandarización no es sencilla, por lo que no se ha 

generalizado su uso para evaluar la respuesta vacunal a S. pneumoniae52. En la 

Figura 1.8 se representa el proceso de hemaglutinación para la detección de 

anticuerpos anti-CPS de S. pneumoniae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3 ELISA 

Debido en gran parte a las limitaciones ya mencionadas, el RIA y la hemaglutinación 

han sido reemplazadas por técnicas de ELISA. Esta metodología utiliza un enzima 

como marcador para medir la formación de complejos antígeno-anticuerpo.  

 

 

 

 

Figura 1.8. Etapas del método de hemaglutinación para la determinación de anticuerpos 

anti-CPS en suero. 

Introducción 



 

 
  

38 

 

Esta técnica presenta múltiples ventajas entre las que destacan: i) elevada 

sensibilidad, exactitud y especificidad, ii) equipamiento y reactivos relativamente 

baratos y de larga vida, iii) procedimientos técnicos rápidos y sencillos, y iiii) gran 

variedad de sustratos y cromógenos que incrementan sustancialmente su 

versatilidad52,53. 

 

Estos ensayos se apoyan en tres características biológicas fundamentales: la 

extraordinaria especificidad de los anticuerpos, la alta selectividad y el elevado poder 

catalítico de las enzimas. La reacción antígeno-anticuerpo se detecta generalmente 

mediante un cambio de color o la emisión de luz, producidos por la interacción de la 

enzima y su sustrato. Ambos efectos son cuantificables y proporcionales a la 

intensidad de la interacción54. La técnica de ELISA para la detección de anticuerpos 

antineumocócicos se desarrolló y perfeccionó durante las décadas de 1980 y 1990 y 

en la actualidad continúa siendo una de las técnicas más utilizadas en la práctica 

clínica habitual. La primera generación de ELISA para detectar anticuerpos 

antineumocócicos tendía a sobreestimar los niveles de anticuerpos debido a la 

presencia de anticuerpos no protectores.  

 

Los ensayos de segunda generación consiguieron eliminar algunos de estos 

anticuerpos no funcionales mediante le preabsorción de sueros de prueba con 

polisacárido de la pared celular del neumococo, pero seguían sin ser específicos.  La 

tercera generación de ELISA mejoró la especificidad mediante la preabsorción con 

polisacárido 22F en la placa y consiguió eliminar los anticuerpos no funcionales. Por 

esta razón se ha adoptado como técnica gold standard recomendada por la OMS 

(WHO ELISA), (Figura 1.9)49,52-55. 
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El ELISA de la OMS utiliza micropocillos recubiertos con polisacáridos de S. 

pneumoniae específicos de cada serotipo, a los que se unirán los anticuerpos IgG 

presentes en el suero, para posteriormente reaccionar con el sustrato cromogénico. 

La densidad óptica obtenida tras la interacción se correlacionará con la concentración 

de anticuerpos. Esta técnica se utilizó ampliamente en la evaluación y autorización de 

vacunas neumocócicas, particularmente en vacunas conjugadas en niños. El título de 

anticuerpos IgG antineumococo medido por el ELISA de la OMS se estableció como 

criterio de valoración de la eficacia primaria para la autorización inicial de las vacunas 

conjugadas en lactantes56.   

 

La OMS ha establecido un punto de corte de 0,35 μg/mL de anticuerpos IgG para 

autorizar el uso de vacunas contra la ENI en niños. Sin embargo, este umbral podría 

ser mayor en infecciones que requieran títulos más altos de anticuerpos, como la 

neumonía o la otitis media. Además, los niveles de protección vacunal pueden variar 

según 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 ENI57,59. 
 

Figura 1.9. Esquema del ELISA de la OMS (WHO ELISA) para la determinación de 

anticuerpos IgG anti-CPS. 
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1.2.4 Ensayos multiplexados (micromatrices) 

En los últimos años los ensayos de micromatrices han emergido como una de las 

tecnologías más notables e innovadoras entre las que se dispone actualmente para el 

análisis de moléculas biológicas de distinta naturaleza. Se basan en la medición de 

interacciones específicas entre las moléculas capturadas (antígenos, anticuerpos, 

proteínas, péptidos) en la superficie de la micromatriz y la muestra problema (suero, 

sangre, líquidos biológicos, etc.) mediante quimioluminiscencia, fluorescencia o 

colorimetría. Este método permite el análisis simultáneo de múltiples moléculas en 

una sola muestra, siendo valioso tanto para la investigación como para el 

diagnóstico60. 

 

Dado que la técnica de ELISA de la OMS requiere la realización de un ensayo 

independiente para cada serotipo analizado, la inclusión de serotipos adicionales en 

las vacunas neumocócicas conjugadas supuso un aumento del coste. Por esta razón 

los ensayos de micromatrices, y más concretamente los ensayos de matriz de 

microesferas multiplex (Luminex), han ido reemplazando al ELISA ya que permiten 

medir anticuerpos antineumococo contra múltiples serotipos en una sola muestra de 

suero60-62. 

 

 Los anticuerpos antineumocócicos presentes en el suero se unen con cada uno de 

los serotipos de S. pneumoniae presentes en la superficie de la micromatriz lo que se 

traduce en una señal de fluorescencia proporcional a la intensidad de la interacción. 

A mayor cantidad de anticuerpos antineumocócicos presentes en el suero, la 

fluorescencia media emitida será proporcionalmente mayor (Figura 1.9)63-66. 
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1.2.5 Ensayos de opsonofagocitosis (OPA) 

Los ensayos de opsonofagocitosis (OPA) miden la capacidad que presentan los 

anticuerpos séricos de promover la fagocitosis y la muerte bacteriana y, por tanto, la 

funcionalidad real de estos anticuerpos antineumocócicos. Los ensayos clásicos 

implicaban agregar suero a una mezcla estandarizada de fagocitos, complemento y 

neumococos de un serotipo específico, 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)67. 
 

  

 

 

 

 

Figura 1.10. Detección de anticuerpos anti-CPS de S. pneumoniae mediante ensayos 

multiplexados basados en microesferas (micromatrices). 
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Cada ensayo mide de manera independiente la capacidad de eliminación de un único 

serotipo y requiere el recuento visual de las colonias, por lo que su realización es 

tediosa, y necesita de grandes cantidades de suero para evaluar la eficacia vacunal68. 

Para superar las limitaciones que planteaba esta metodología más clásica se han 

desarrollado los ensayos de opsonofagocitosis multiplex (MOPA). La técnica MOPA 

emplea distintos serotipos de S. pneumoniae con resistencia antibiótica distinta 

permitiendo, mediante la adición de antibióticos en agar, seleccionar el crecimiento de 

serotipos específicos. Esto facilita medir la eliminación de varios serotipos en un solo 

ensayo de forma automatizada y reducir el tiempo de análisis (Figura 1.12)69. 

 

 

 

Figura 1.11. Ensayo clásico de OPA donde se mide la mortalidad de un serotipo específico 

de S. pneumoniae. 

Figura 1.12. Ensayo de OPA múltiple (MOPA) de distintos serotipos de S. pneumoniae. 
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En algunas circunstancias, la presencia de títulos de anticuerpos IgG “adecuados” o 

normales en el suero no refleja una inmunidad protectora real tras la administración 

de la vacuna. Los estudios han demostrado que la población pediátrica que recibió la 

VNC7, que contiene polisacáridos del serotipo 19F, también produjeron anticuerpos 

IgG de reacción 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 casos69.  

 

Por esta razón, los OPAs han llegado a ser herramientas indispensables para la 

evaluación de la respuesta inmune funcional y para la concesión de licencias de las 

vacunas antineumocócicas. Por consiguiente, se considera que el título OPA >1:8 

proporciona protección frente a la ENI. No obstante, otros factores como la edad, el 

estado inmunológico o las enfermedades crónicas del individuo van a influir en la 

calidad de la respuesta inmunológica frente a la infección. 

 

 

1.2.6 Diagnóstico de inmunodeficiencias mediante inmunoensayos  

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un grupo de enfermedades causadas por 

la alteración cuantitativa y/o funcional de distintos mecanismos implicados en la 

respuesta inmunológica. Esta condición se traduce en una elevada susceptibilidad y 

mayores recurrencias de manifestaciones clínicas, tales como dermatosis (eccemas, 

exantemas, telangiectasias), citopenias, diarrea crónica, abscesos u osteomielitis 

recurrentes, entre otras. El diagnóstico precoz es fundamental para disminuir la 

morbimortalidad de estos pacientes y mejorar su calidad de vida, así como para 

instaurar una terapia de sustitución con inmunoglobulinas en caso necesario70. 

 

La Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID) establece los siguientes criterios 

diagnósticos de IDP: i) disminución 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) exclusión de causas definidas de 

hipogammaglobulinemia70.  

 

Las guías actuales también recomiendan evaluar la respuesta a vacunas de 

polisacáridos, como las vacunas antineumocócicas, y más concretamente a la VNP23. 

Así pues, sugieren la medición cuantitativa de los niveles basales de anticuerpos 

antineumocócicos, seguida de la repetición de la prueba 4-8 semanas después de la 

administración de la VNP2371,72. 

 

No obstante, las concentraciones de anticuerpos que se corresponden con protección 

frente a la enfermedad neumocócica varían según la edad, el serotipo y el lugar de la 

infección. En adultos y de forma generalizada, ≥1,3 μg/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 concentración de anticuerpos en al menos el 70% de los 

serotipos probados, y siempre y cuando se supere el umbral protector, el paciente 

habrá obtenido una respuesta vacunal adecuada70. 
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1.3 Resonancia de Plasmón Superficial (RPS) como nueva metodología para la 
medición de IgG anti-PnPs (polisacáridos de neumococo) 

1.3.1 Principios de la metodología de RPS 

La Resonancia de Plasmón Superficial (RPS) es una técnica experimental precisa y 

económica que permite evaluar interacciones moleculares entre moléculas de 

diferente tamaño y naturaleza en tiempo real. Se basa en los estudios de difracción 

después de irradiar un metal con luz policromática y en las fluctuaciones de densidad 

que se propagan en una interfaz metal-dieléctrico. Otto et al. y Kretschmann et al. 

(1968) describieron el fenómeno de excitación de los plasmones de superficie, lo que 

estableció las bases para su uso en la medición de interacciones biomoleculares73. La 

RPS es ampliamente utilizada en biología y química para la detección y cuantificación 

de moléculas en solución, siendo una técnica potente y valiosa en la investigación 

científica74. 

 

La RPS se produce al medir la luz polarizada bajo condiciones de reflexión total interna 

en una superficie metálica conductora y una interfaz entre medios de diferente índice 

de refracción74. 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 ángulo de resonancia depende del índice de refracción de la solución en 

contacto con la superficie de oro y varía según la cantidad de masa depositada, 

permitiendo estudiar la asociación entre biomoléculas75.  

 

Los biosensores ópticos de afinidad tienen cuatro componentes comunes: un detector 

para medir los cambios de índice de refracción, el tampón 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 interacción analito-ligando75,76. 

El sensograma muestra el progreso de la unión entre ambas biomoléculas (Figura 
1.13). 
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Figura 1.13. Esquematización del proceso de RPS. 1) Inmovilización del ligando en la 

superficie del sensor de oro mediante unión covalente, 2) Preparación de la muestra en 

función del tipo de experimento (dilución en tampón de ensayo), 3) Inyección de la muestra, 

4) Medición de la interacción ligando-analito a medida que este último se une a la superficie 

del sensor, y 5) Obtención del sensograma (UR vs tiempo) a tiempo real. 

Introducción 



 

 
  

47 

 

1.3.2 Aplicaciones tecnológicas de la RPS en la práctica clínica 

La RPS apareció a principios de los años 90 como una tecnología revolucionaria con 

un futuro prometedor en la práctica clínica. Esta novedosa metodología 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 investigación y el diagnóstico clínico.  

 

Uno de los primeros estudios que demostró el potencial del RPS en la práctica clínica 

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

interacción entre la proteína de unión a la inmunoglobulina G humana (IgG) y la IgG 

humana77. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se 

ha utilizado RPS para la detección de biomoléculas en muestras clínicas:  

 

§ Diagnóstico de enfermedades infecciosas basándose en la detección y 

cuantificación de anticuerpos contra patógenos específicos en muestras de 

suero o plasma. Por ejemplo, para la detección 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 humano78-80. 
 

§ Evaluación de la eficacia de medicamentos incluyendo la determinación de 

la dosis óptima o la cinética de unión entre fármaco-receptor. Por ejemplo, se 

ha utilizado RPS para evaluar la eficacia de los medicamentos antinflamatorios 

en la unión a la proteína recombinante humana de la interleucina-681. 

 

§ Desarrollo de biosensores o dispositivos que pueden detectar la presencia 

de biomoléculas específicas en una muestra biológica. Por ejemplo, para la 

detección de antígenos del virus SARS-CoV-2 en muestras de saliva82. 

 

§ Detección de biomarcadores proteicos para el diagnóstico de múltiples 
enfermedades como la proteína 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)83. 

 

En ocasiones, la tecnología de RPS ha demostrado ser más ventajosa que los 

métodos tradicionales en términos de sensibilidad, reproducibilidad y tiempo de 

ensayo, como en el caso del biomarcador anexina 5, que está relacionado con la 

trombosis o el infarto de miocardio. Otra de las aplicaciones de esta novedosa 

metodología sería la monitorización de biomarcadores de enfermedades crónicas, 

como el cáncer, en fluidos biológicos (molécula de adhesión celular 

leucocitaria/CD166, transgelina-2)74,84. 

 

1.3.3 Utilización de RPS en el desarrollo y evaluación de vacunas 

La creciente conciencia pública de la emergencia de otra pandemia que requiera un 

tratamiento rápido de millones de personas ha impulsado un renovado interés en las 

vacunas. Los plazos de desarrollo de nuevas vacunas pueden necesitar décadas de 

investigación y esfuerzos para encontrar una fórmula efectiva. Para enfrentar este 

desafío, la industria farmacéutica está adoptando nuevos métodos de desarrollo, así 

como principios de fabricación mejorados y más flexibles para aumentar la eficiencia 

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

 

La demanda de técnicas de caracterización in vitro ha aumentado, especialmente en 

pruebas de rutina, en línea con la tendencia hacia la disminución de las pruebas en 

animales. En este contexto, la metodología basada en RPS puede contribuir a la 

comprensión detallada de las propiedades y características de un nuevo prototipo, así 

como de la interacción vacuna-anticuerpo para evaluar la eficacia de una vacuna ya 

comercializada73,74.  

 

Algunas de las aplicaciones de la RPS en este ámbito se resumen a continuación: 

 

§ Diseño y caracterización de nuevas vacunas: la RPS avanza en la 

investigación y diseño de vacunas al proporcionar datos de caracterización  
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precisos y exactos sobre la unión entre epítopos virales o bacterianos y los 

anticuerpos generados. Actualmente, esta metodología está empleándose en 

el diseño de futuras vacunas contra el VIH-1, el virus de Epstein-Barr, la malaria 

o el tétanos, entre otros85-87. 

 

§ Eficacia del adyuvante vacunal ya que permite medir la afinidad y la cinética 

de la unión de los adyuvantes a los epítopos vacunales y a los receptores en 

las células inmunitarias, facilitando la valoración de su efectividad en la 

potenciación de la respuesta inmunitaria y en la mejora de la eficacia de las 

vacunas. En un estudio publicado en 2015, se utilizó RPS para caracterizar la 

interacción entre un adyuvante de naturaleza fosfolipídica y un antígeno de la 

vacuna contra la malaria. Los resultados mostraron una mayor afinidad de 

unión del adyuvante a los componentes vacunales en comparación con otros 

adyuvantes comunes, lo que sugiere su potencial como adyuvante efectivo 

para esta vacuna88,90. 

 

§ Control de calidad en el desarrollo de vacunas: la RPS es una herramienta 

analítica de alta calidad que permite medir la recuperación, el rendimiento y la 

pureza de bacterias y virus en el proceso de fabricación y liberación del lote de 

vacuna. De esta forma se puede seguir a tiempo real el proceso de producción 

de la vacuna y monitorizar la calidad del producto final91. 
 
§ Medición de anticuerpos (respuesta vacunal): la técnica de RPS permite 

medir la afinidad y la cinética de la unión entre anticuerpo y antígeno, lo que 

proporciona información detallada sobre la respuesta vacunal. Además, varios 

estudios muestran una correlación positiva entre los valores obtenidos por RPS 

y los obtenidos por ELISA, que es la técnica utilizada más ampliamente en la 

práctica clínica habitual. Publicaciones más recientes muestran que la 

sensibilidad de la RPS incluso llega a superar a la del ELISA estándar, lo que 

sugiere que esta metodología mejora la detección y medición de anticuerpos 

vacunales en suero91,92.  
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2. Justificación y objetivos 
de las publicaciones 
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Artículo 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 años, con una incidencia de morbimortalidad variable de acuerdo con la 

demografía y exposición a factores protectores o de riesgo. Se estima que anualmente 

se producen entre 700.000 y 1.000.000 muertes en niños menores de 5 años, la gran 

mayoría en países en vías de desarrollo, donde la incidencia puede elevarse hasta los 

100-500 casos anuales por 100.000 niños93. Las elevadas cifras de morbimortalidad 

asociadas sobre todo a cuadros invasivos (ENI) a nivel global, han convertido a la 

infección neumocócica en un problema de salud pública de intervención prioritaria. 

Las vacunas han demostrado ser inmunogénicas, eficaces y seguras y constituyen la 

principal herramienta para prevenir la ENI por serotipos vacunales. Además, se ha 

observado el llamado “efecto indirecto o de inmunidad de grupo” con una disminución 

de la incidencia de ENI en niños y adultos no vacunados, al disminuir la colonización 

nasofaríngea en los inmunizados y, por tanto, la transmisión y circulación de serotipos 

vacunales94,95. 

 

No obstante, a pesar de la disminución 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 ecológico de la nasofaringe humana, 

el resto de los serotipos, adquieren una ventaja ecológica y, en consecuencia, 

aumenta su prevalencia como colonizantes, pudiendo producir enfermedad95.  

 

Este fenómeno tiene una génesis multifactorial en la que intervienen diferentes 

factores como: las fluctuaciones naturales de los serotipos, la introducción de nuevos 

antibióticos, la aparición de resistencias, la utilización de las vacunas o el incremento 

del número de personas pertenecientes a grupos de riesgo96.  

 

Toda esta problemática que gira en torno a la enfermedad neumocócica, incluida su 

naturaleza multifactorial, la convierten en un tema de total actualidad y hace 

imprescindible la implantación y el desarrollo de programas de vigilancia activa,  
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epidemiológica y microbiológica. En este contexto surge el interés de realizar un 

estudio sobre la ENI en la población pediátrica de la Comunidad Valenciana. Este 

trabajo recoge los casos de ENI notificados en un amplio periodo de tiempo con la 

finalidad de conocer la casuística, así como la repercusión que ha tenido la 

implantación de la VNC13 en el calendario de vacunación infantil. 

 

Objetivos del estudio: 

• Analizar la evolución de los serotipos de S. pneumoniae productores de ENI en 

población pediátrica en la Comunidad Valenciana entre 2012 y 2022. 

• Determinar las características epidemiológicas y clínicas de los pacientes 

(enfermedades crónicas de base, inmunodeficiencia, consumo de medicación 

inmunosupresora, etc.). 

• Evaluar las tasas de cobertura vacunal antineumocócica en esta población y el 

impacto de las medidas de inmunización aplicadas en la población pediátrica. 
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Artículo 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, así como cuadros clínicos poco comunes, lo que afecta 

negativamente a su salud y calidad de vida97. La edad infantil constituye el grupo de 

población con mayor prevalencia de ID, especialmente de formas primarias graves, 

las cuales van acompañadas de elevadas tasas de morbimortalidad, principalmente 

en los casos de inmunodeficiencia común variable98. No obstante, desde la 

implantación de tratamientos específicos, 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%99. Por tanto, los niños con sospecha de ID deben ser remitidos 

al inmunólogo para la realización de una evaluación diagnóstica y la instauración 

precoz de un tratamiento adecuado99-100.  

 

En este sentido, el laboratorio es la principal fuente de información diagnóstica para 

el cribado inicial. La cuantificación de los títulos de anticuerpos frente a vacunas 

anteriormente administradas, las subclases de IgG, las poblaciones linfocitarias y los 

títulos de anticuerpos pre/postimmunización, junto con el contexto clínico del paciente 

ayudan a orientar el diagnóstico101,102.  

 

Monitorizar la respuesta a la vacuna antineumocócica es esencial, ya que el S. 

pneumoniae en uno de los microorganismos más comúnmente 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 niños 

con ID. Además, hemos recogido datos sobre niveles plasmáticos de otros 

componentes implicados en la respuesta inmune (poblaciones linfocitarias, 

inmunoglobulinas, etc.) para establecer asociaciones entre hiporrespuesta vacunal y 

concentración plasmática de los mismos.  
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Objetivos del estudio: 

 

• Cuantificación del título de IgG anti-PnPs en suero de niños con ID tras recibir 

la pauta de vacunación completa con VNC13 (3 dosis). 

• Determinar las características demográficas y clínicas de los pacientes (tipo de 

inmunodeficiencia, terapia inmunosupresora, terapia antiinfecciosa profiláctica, 

terapia de reemplazo con inmunoglobulinas, etc.). 

• Cuantificación de los niveles plasmáticos de IgA, IgM, IgG y subclases de IgG; 

leucocitos y neutrófilos y poblaciones linfocitarias (CD3+T, CD4+T, CD45+T, 

CD8+T, CD19+B y CD56+/CD16+ NK). 

• Comparación de los títulos de IgG anti-PnPs obtenidos tras la vacunación en 

cada uno de los grupos de estudio. 
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Artículo 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 

tamaño y naturaleza sin necesidad de costes elevados104,105. Estudios recientes 

indican que esta tecnología podría jugar un papel fundamental en el desarrollo de 

vacunas. La técnica de ELISA es la metodología utilizada actualmente para cuantificar 

las IgGs generadas por los pacientes tras la administración de las vacunas 

antineumocócicas en la mayoría de los hospitales españoles. Esta técnica se 

caracteriza por su sencillez, pero no debe obviarse que consta de varios pasos (mayor 

probabilidad de error) y que la duración media de su realización es de dos horas52,53. 
 

A partir de estas dos premisas surge la hipótesis de nuestro estudio: “La tecnología 

de RPS podría utilizarse para medir la interacción entre las vacunas antineumocócicas 

y las IgGs generadas en pacientes vacunados”. Mediante RPS, una vez que el 

proceso de inmovilización 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 permitiría visualizar el proceso de unión de las IgGs y la vacuna prácticamente 

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

 

Objetivos del estudio: 

• Evaluar si, mediante la técnica de RPS, es posible medir la interacción entre 

vacunas antineumocócicas e IgGs. 

• Diseño y validación de un protocolo de RPS que permita medir la interacción 

entre la VNC13 y las IgGs generadas en el suero de pacientes vacunados. 

• Comparación de los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA y la 

RPS.  
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3. Metodología 
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3.1 Study of Paediatric Invasive Pneumococcal Disease in the 13-pneumococcal 
conjugated vaccine era 
 

3.1.1 Diseño del estudio 

Se realizó un estudio observacional, retrospectivo y multicéntrico de todos los 

episodios de ENI notificados a la Dirección General de Salud Pública de la CV en 

población pediátrica (0-13 años), entre enero de 2012 a septiembre de 2022. Se 

recogieron variables epidemiológicas, clínicas y terapéuticas de todos los casos de 

ENI utilizando la Red de Vigilancia Microbiológica de la CV (RedMIVA), el sistema de 

análisis epidemiológica (AVE) y las historias clínicas de los pacientes. 
 

3.1.2 Definición de los casos 

 El caso confirmado de ENI se definió como un resultado positivo de cultivo, reacción 

de cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real y/o prueba de antígeno de S. 

pneumoniae en una localización normalmente estéril (sangre, líquido cefalorraquídeo, 

líquido pleural, líquido 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)106: contiene 8 tipos de sueros 

polivalentes y 39 tipos de sueros monovalentes frente el antígeno capsular K del S. 

pneumoniae. La reacción consiste en una aglutinación simple poniendo en contacto 

la colonia de S. pneumoniae pura con el antisuero. En el caso de que la reacción sea 

positiva se observa una reacción de aglutinación fácilmente detectable con luz sobre 

fondo negro.  

 

Prueba de Quellung (Pneumotest; Statens Serum Institut, Copenhagen, 
Denmark)107, considerada la prueba gold standard. La técnica consta de varios pasos;  

Metodología 



 

 
  

61 

 

primero en un portaobjetos de vidrio se coloca una gota del suero, a continuación, una 

gota de azul de metileno y por último se añade 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 reacción de Quellung, es decir, si el tamaño de la cápsula ha aumentado. 

Si se observa un aumento del tamaño de la cápsula o agrupaciones de neumococos 

de gran tamaño se considera que la reacción 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 

mayoría 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 realizó la prueba de Quellung.  

 

3.1.4 Cobertura vacunal y definición de fallo vacunal 

El estado vacunal de los pacientes se obtuvo a partir del sistema de información 

vacunal (SIV) y de las historias clínicas. Se recogió información sobre el tipo de vacuna 

conjugada y número de dosis administradas. Para la realización del estudio 

únicamente fueron válidas aquellas dosis de vacuna recibidas al menos 15 días antes 

del inicio del cuadro clínico de ENI.  

 

Los pacientes que recibieron el número 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 vacunal108. 

 

3.1.5 Sujetos del estudio 

Con la finalidad de evaluar la posible asociación entre las enfermedades crónicas de 

base y el riesgo de desarrollar un episodio de ENI, los pacientes fueron agrupados en 

4 grupos: 
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• Sanos: pacientes sin ningún factor de riesgo asociado a un incremento del 

riesgo de ENI publicado con anterioridad109. 

• Enfermedades respiratorias crónicas: pacientes con cualquier tipo de 

enfermedad que comprometa el correcto funcionamiento de las vías 

respiratorias (asma, alergia crónica, otitis crónica de repetición, enfermedad 

pulmonar crónica, etc.). 

• Inmunodeficiencias: pacientes con diagnóstico confirmado de 

inmunodeficiencia primaria o secundaria110. 

• Enfermedades neurológicas: pacientes con enfermedades crónicas del 

sistema nervioso, incluidas aquellas que son resultado del crecimiento anormal 

del tejido blando, huesos de la cara y cabeza (quistes cerebrales, anomalías 

craneofaciales, epilepsia, etc.). 

 

3.1.6 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa R Project for 

Statistical Computing versión 4.3.2 y las pruebas estadísticas utilizadas fueron el 

análisis de varianza (ANOVA) y la prueba exacta de Fisher. Se consideró 

estadísticamente significativo un valor de p <0,05.  
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3.2 IgG antibody response to pneumococcal-conjugated vaccine (Prevenar®13) 
in children with immunodeficiency disorders 
 

3.2.1 Diseño del estudio 

Se realizó 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 llevó a cabo en 

el Servicio de Microbiología en colaboración con el Servicio de Inmunología Pediátrica. 

 

Los criterios de inclusión fueron: (a) niños menores de 12 años atendidos en el 

Servicio de Pediatría del HUP La Fe; (b) diagnóstico confirmado o sospecha de 

inmunodeficiencia (antecedentes familiares, síndrome no filiado, infecciones 

bacterianas recurrentes o atípicas, etc.); (c) pauta vacunal neumocócica completa (3 

dosis) con VNC13.  

 

Se excluyeron todos los pacientes que cumplían alguno de los siguientes criterios: (a) 

pautas vacunales diferentes (VNC7, VNC10, VNC20, VPN23) o número de dosis de 

VNC13 distintos; (b) pacientes con antecedentes de infección invasiva/no-invasiva por 

S. pneumoniae recogidos en los historiales clínicos del HUP La Fe. 

3.2.2 Variables recogidas 

Se incluyeron variables demográficas, clínicas (ID, tratamiento inmunosupresor, etc.) 

y analíticas: a) título de anti-PnPs IgG tras recibir 3 dosis de VNC13; b) niveles de IgA, 

IgM, IgG, y subclases de IgG en suero; c) niveles de leucocitos y neutrófilos; 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 síndrome de 

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

for Immunodeficiencies (ESID): 

• Inmunodeficiencia primaria (IP): pacientes con diagnóstico confirmado de IP. 

• Inmunodeficiencia secundaria (IS): pacientes con diagnóstico confirmado de 

IS (cáncer, disfunción esplénica, tratamiento inmunosupresor, etc.). 

• Inmunodeficiencia mixta: pacientes con diagnóstico de IP con tratamiento 

inmunosupresor crónico. 

• Posible inmunodeficiencia: pacientes bajo especial control por sospecha 

elevada de un síndrome con afectación inmunológica no filiado. 

 

3.2.4 Técnicas utilizadas para la medición de variables analíticas 

• ELISA: las muestras de suero se recogieron al menos a las 4-6 semanas post-

vacunación (3 dosis de VNC13). La cuantificación 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. En función del título 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). 

• Inmunoturbidimetría: para la cuantificación de niveles plasmáticos de IgA, IgM 

e IgG (Abbot® Alinity, Illinois, EEUU). 

• Nefelometría: para la medición de las subclases de IgG (Siemens BNII® 

human IgGSc assay, Mississauga, Canadá). 

• Citometría de flujo: para la determinación 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 Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados utilizando los programas R Project for Statistical 

Computing versión 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 

análisis; 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 categóricas. Se consideró estadísticamente 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 Diseño del estudio 

Se realizó un estudio comparativo entre la técnica gold standard para la cuantificación 

de anti-PnPs IgG en suero (ELISA) y la novedosa metodología de RPS. Para la 

elaboración del mismo colaboraron los servicios de Medicina Preventiva y 

Microbiología del HUP La Fe junto con la Unidad de Descubrimiento de Fármacos 

(Instituto de Investigación Sanitaria La Fe). Los pacientes con las siguientes 

condiciones fueron excluidos: a) menores de 18 años; b) infección neumocócica 

pasada conocida; y c) antecedentes de haber recibido alguna dosis de VNC13 en los 

últimos 5 años. 

 

3.3.2 ELISA para la cuantificación de anti-PnPs IgG 

Las muestras de suero se recogieron, al menos a las 4-6 semanas post-vacunación 

(1 dosis de VNC13), en el Servicio de Medicina Preventiva del HUP La Fe. La 

cuantificación 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 

función del título 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 c) súper o altamente respondedores (anti-PnPs IgG >270 mg/L). 

 

3.3.3 Purificación de las IgGs totales 

Previa al experimento de RPS, se incorporó esta etapa para asegurar que la señal 

(UR) obtenida no se debía a interacciones inespecíficas entre la VNC13 inmovilizada 

en la superficie del chip y otras proteínas presentes en el suero, como la albúmina. 

 

Metodología 



 

 
  

67 

 

Las IgGs totales fueron purificadas a partir del suero de los pacientes mediante 

cromatografía líquida de proteínas a alta velocidad (FPLC, por sus siglas en inglés) 

en el ÄKTA pure chromatography system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) con la 

utilización de columnas quelantes de alto rendimiento (HiTrap HP) con Proteína G 

Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).  

 

El proceso de purificación constaba de varios pasos, así como de una etapa post-

purificación 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 elución que contenían 

las IgGs (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 4ºC.  

 

Finalmente, se concentraron utilizando filtros de centrifugación de 10 KDa de Amicon 

Ultra 10 K (Millipore, Bedford, USA) a 5000 rpm hasta alcanzar una concentración 

entre 5-7 mg/mL. La medición de la concentración exacta de IgG alcanzada se realizó 

en el NanoDrop One (Thermo Fisher, Madison, USA), utilizando como referencia un 

coeficiente de extinción molar (ε) de 13,7 mol-1cm-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metodología 



 

 
  

68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Esquema de las etapas previas a la realización del experimento de RPS. A) 
Vacunación y posterior extracción del suero de los pacientes (30 días post-VNC13), los 

cuales fueron almacenados (-20ºC) hasta su utilización posterior; B) Realización del ensayo 

de ELISA; C) Purificación de las IgGs totales del suero de los pacientes para evitar las 

uniones inespecíficas entre proteínas presentes en el suero y la VNC13 inmovilizada en la 

superficie del chip. 
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3.3.4 Cuantificación del título de anti-PnPs IgGs por RPS  

• Preparación de la VNC13. La VNC13 fue deshidratada utilizando un Microcon 

centrifugal filter unit YM-50 membrane Amicon (10.800 rpm, 4 ºC) y se recuperó 

en 320 μl de un tampón de acetato de sodio 10 mM (pH 4,5), para obtener una 

concentración final de 100 μg/ml del toxoide diftérico (CRM197) contenido en 

la propia vacuna. 

• Inmovilización de la VNC13 en la superficie del chip CM5. Las aminas libres 

de la CRM197 (100 μg/ml) contenida en la VNC13 fueron inmovilizadas por 

unión covalente a los grupos carboximetilo de la superficie del chip CM5. El 

proceso constaba de varias etapas: (i) activación de los grupos carboximetilo 

con 70 μl de una solución de NHS/EDC (10 μl/min), (ii) inyección de 50 μl de la 

VNC13 para promover la reacción de inmovilización (10 μl/min), y (iii) bloqueo 

de los grupos carboximetil activados que quedaron libres con 70 μl de 

etanolamida (10 μl/min) (Figura 3.2). 
• Ensayo de interacción entre VNC13 y anti-PnPs IgGs presentes en el 

suero. Previo al ensayo de unión, se realizaron diluciones seriadas de las 

muestras de IgG 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 μl de cada dilución (tiempo de contacto de 60 s; 10 μl/min) y la 

disociación se llevó a cabo durante 200 s. La regeneración entre muestras se 

realizó inyectando 5 μl de una solución de regeneración (50 mM NaOH y 1 M 

NaCl) durante 30 s (10 μl/min). Para todas las diluciones se inyectó por 

triplicado cada una de las muestras (Figura 3.2). 
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Figura 3.2. Esquema del proceso de cuantificación de anti-PnPs IgGs en el suero de los 

pacientes mediante RPS. 1) Activación de la superficie del chip de CM5, transformando los 

grupos de carboximetilo (COOH, círculos rojos) en N-hidroxisuccinimida ésteres, tras la 

inyección de EDC/NHS; 2) Inmovilización de la VNC13 en la superficie del chip, mediante 

unión covalente de los N-hidroxisuccinimida ésteres con los residuos de lisina presentes en 

la proteína CRM197 (VNC13). Los 13 serotipos (PnPs) contenidos en la vacuna aparecen 

representados con círculos de colores; 3) Purificación de las IgG totales a partir del suero de 

los pacientes; 4) Inyección del suero purificado de un paciente respondedor débil; 5) 
Obtención del sensograma con una señal de UR de poca intensidad (color morado); 6) 
Regeneración del chip tras la inyección de NaOH/NaCl; 7) Inyección del suero purificado de 

un paciente altamente respondedor y obtención de una señal de  UR de elevada intensidad 

(color verde). 
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• Análisis de los datos.  Los resultados experimentales se analizaron utilizando 

el programa informático Biacore X100 Evaluation Software 2.0.1 (GE Health-

care, Uppsala, Sweden). La interacción entre los anti-PnPs IgGs presentes en 

los sueros inyectados y la VNC13 inmovilizada en la superficie del chip se 

definió como la unión de respuesta (UR). La respuesta (UR) correspondiente al 

canal 2 se calculó restando la señal en UR detectada en el canal de referencia 

(canal 1) y fue caracterizada usando los métodos de evaluación predefinidos 

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

3.3.5 Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados utilizando los programas R Project for Statistical 

Computing versión 4.3.2. Para evaluar la correlación entre las concentraciones de 

anti-PnPs IgGs (ELISA) y la respuesta de unión (RPS) se utilizó el rango de correlación 

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 consideró 

estadísticamente significativo un valor de p <0,05. 
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4. Resultados  
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Artículo 1: Study of Paediatric Invasive Pneumococcal Disease in the 13-

pneumococcal conjugated vaccine era 
 

• 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 años.  

• Tras la introducción de la VNC13 (2015) en el calendario de vacunación infantil, 

disminuyeron significativamente los cuadros de ENI producidos por serotipos 

incluidos en esta vacuna (p= 0,0002), excepto para el serotipo 3.  

• La neumonía fue la forma clínica más común entre los pacientes y la mitad de 

ellos padecía alguna enfermedad crónica de base (50,40%).  

• Respecto a la evolución clínica y la letalidad, los pacientes pertenecientes al 

grupo con enfermedades neurológicas de base presentaron la tasa de secuelas 

y mortalidad más elevada (p=0,57 y 0,024, respectivamente).  

• Los fallos vacunales se observaron especialmente en pacientes con afecciones 

médicas subyacentes (63%) y se relacionaron con los serotipos 3 y 19A. 

•  Finalmente, se evidenció una relación entre el diagnóstico de 

inmunodeficiencia en los pacientes y la aparición de episodios recurrentes de 

ENI. 

 

 

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

 
• 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 años (1,50-5,33).  

• La inmunodeficiencia primaria fue diagnosticada en más 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).  

 

 

Resultados 



 

 
  

75 

 

• En el 54% de los pacientes se observó una producción deficiente de anti-PnPs 

IgG con títulos ≤ 50 mg/l, especialmente en los pacientes con inmunodeficiencia 

mixta.  

• En los pacientes VNC13-respondedores la media de los niveles plasmáticos de 

las poblaciones leucocitarias fue superior a la de los pacientes que no 

respondieron a la vacuna, con diferencias estadísticamente 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 ósea fueron los que 

peor respondieron a la VNC13. 

 
 

Artículo 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 función del título de anti-PnPs IgG obtenido 

tras la administración 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 cromatografía líquida de proteínas a alta velocidad en el ÄKTA pure 

chromatography system con la utilización de columnas quelantes de alto 

rendimiento con Proteína G Sepharose purificó adecuadamente las IgGs totales 

del suero de los pacientes. 

• La Inmovilización de la VNC13 en la superficie del chip, mediante unión 

covalente de los N-hidroxisuccinimida ésteres con los residuos de lisina 

presentes en la proteína CRM197 (VNC13) resultó exitosa. 

• Se observó una correlación robusta entre la señal en UR obtenida por RPS y 

la concentración de los niveles séricos de anti-PnPs IgG medidos mediante 

ELISA, especialmente para la dilución 1:16 (Spearman’s rho = 0.84, p= 0.001). 

• Además, mediante RPS fue posible clasificar correctamente a los pacientes en 

función del perfil de respuesta vacunal (según ELISA). 
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Supplementary information 

Figure S1. Spearman’s 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 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). 

 

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 utilización de las vacunas antineumocócicas, la ENI continúa siendo 

una de las primeras causas de morbi-mortalidad en niños pequeños y adultos con 

patología de base. En este contexto surge la necesidad de realizar el presente trabajo, 

estudiando la ENI desde tres enfoques distintos: i) epidemiológico, a nivel de uso y 

eficacia de las vacunas, ii) clínico, al centrarse en niños con ID, los cuales presentan 

un riesgo aún más elevado de padecer episodios de ENI con peor curso clínico y 

pronóstico, 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 población pediátrica, especialmente 

a los varones menores de 2 años, al igual que lo observado en otros estudios111. La 

implantación de la VNC13 en el calendario de vacunación infantil ha tenido un impacto 

positivo en la tasa global de cobertura vacunal, aumentando del 60% al 87%, al igual 

que en otras series112,113. Además, se han reducido marcadamente los casos de ENI 

por serotipos incluidos en la VNC13, con excepción del serotipo 3, que permanece 

estable, en concordancia con lo descrito por otros autores114,115. No obstante, al igual 

que en otros estudios, se ha observado un aumento de la incidencia de ENI por 

serotipos no vacunales116,117.  

 

En nuestro trabajo, los serotipos 19A, 3, 24B/F, 33F y 10A son los mayoritarios, 

coincidiendo con otras series118, especialmente los serotipos 19A y 3. Asimismo, estos 

dos serotipos se asocian con tasas elevadas de fallos vacunales a la VNC13. La 

cápsula hipermucosa característica del serotipo 3 le permite evadir la respuesta 

inmune, lo que podría explicar su implicación en los fallos vacunales; además, 

ensayos clínicos de inmunogenicidad de la VNC13 han demostrado que la respuesta 

humoral frente a este serotipo es inferior a la del resto119,9,10.  Por otra parte, el 

aumento significativo de la prevalencia del serotipo 19A junto con su resistencia 

antibiótica, lo convierten en uno de los serotipos de especial vigilancia120. 

 

Como era de esperar, la neumonía fue la forma clínica mayoritaria entre los niños con 

ENI, especialmente en aquellos sin enfermedades crónicas de base y en los que 

presentan dolencias respiratorias crónicas, a pesar de que la neumonía es la forma 

de presentación más común entre los adultos121. 

Discusión 



 

 
  

119 

 

De acuerdo con otras publicaciones109,122, las tasas de meningitis más elevadas se 

observan en niños con alguna enfermedad neurológica de base (implante coclear, 

epilepsia, fístula de LCR, etc.). Asimismo, este grupo de pacientes presenta secuelas 

importantes y mayor mortalidad asociada, con diferencias estadísticamente 

significativas (p=0,024). Estos hallazgos concuerdan con series previas que reportan 

una mortalidad asociada a meningitis neumocócica de hasta un 30%, y hasta un 50% 

de secuelas en los pacientes que sobreviven123. 

 

En términos generales, el riesgo de ENI es mayor en pacientes con enfermedades 

crónicas de base que en la población sana, tal y como aparece reflejado en nuestro 

estudio, donde más de la mitad de los pacientes (50,4%) presenta alguna afección 

subyacente109. Estas enfermedades crónicas suelen ir acompañadas de afectación 

inmunológica lo que explicaría que en nuestro estudio el 63% de los fallos vacunales 

se produjesen en pacientes con afecciones de base124. No obstante, la relación entre 

un estado inmunitario deficiente con una mayor probabilidad de fallo vacunal no 

parece ser tan clara en algunas publicaciones125. Una explicación plausible sería que 

la mayoría de estos estudios excluyen a pacientes con comorbilidades, puesto que 

representan una fuente sustancial de variabilidad en términos de susceptibilidad a la 

infección126. En cualquier caso, son necesarios futuros estudios con mayor número de 

pacientes para poder extraer conclusiones con superior potencia estadística. 

 

Como era de esperar, los dos pacientes de nuestro estudio con ENI recurrente tenían 

una ID subyacente, coincidiendo con algunas series que refieren que hasta el 75% de 

pacientes con episodios de ENI recurrentes presentan alguna ID 109,127. Nuestros 

hallazgos respaldan la importancia de realizar evaluaciones inmunológicas completas 

en niños sin una predisposición conocida que debutan o que presentan episodios 

repetidos de ENI. En los últimos años se ha observado un incremente en la 

prevalencia de ID en población pediátrica, debido precisamente a las mejoras en el 

diagnóstico.  

 

Los métodos serológicos son útiles para medir la eficacia vacunal, así como para el 

diagnóstico de posibles ID. Actualmente, en estudios de inmunogenicidad y 

autorización de vacunas neumocócicas se utiliza el ELISA de la OMS, que mide IgG  
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específicas de cada serotipo, en combinación con ensayos OPA. No obstante, ambas 

técnicas presentan inconvenientes que limitan su utilización en la práctica habitual, 

como la necesidad de realizar un ELISA de cada uno de los serotipos por separado, 

o la tediosidad que caracteriza a los ensayos OPA55,56,67. En este contexto surge la 

idea de poder utilizar el título de anti-PnPs IgG global, tras vacunación con VCN13, 

junto con otros parámetros fácilmente medibles en el laboratorio (niveles plasmáticos 

de poblaciones leucocitarias o de subclases de IgG, entre otros) para completar la 

evaluación diagnóstica 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 vacunación completa, más de la mitad de los pacientes 

(54%) presentan títulos anti-PnPs IgG por debajo del umbral protector, coincidiendo 

con lo ya publicado109,128. Además, ninguno de los pacientes con ID y tratamiento 

inmunosupresor crónico alcanza dicho umbral, debido a la hiporreactividad 

inmunológica inducida por estos fármacos129. En general, los inmunosupresores 

bloquean la expansión clonal de los linfocitos T y B y, consecuentemente, los 

anticuerpos vacunales se producen en menor cantidad y calidad130. Por esta razón en 

niños con ID, especialmente si están bajo terapia inmunosupresora, deben utilizarse 

pautas de vacunación especiales con refuerzos frecuentes para lograr una respuesta 

vacunal óptima97. 

 

De igual forma, la protección inducida tras la vacunación está mediada por la 

interacción compleja entre la inmunidad innata y la inmunidad celular/humoral131. Por 

tanto, los pacientes con disfunción o recuentos bajos de los componentes del sistema 

inmunitario suelen producir respuestas vacunales de mala calidad, como en nuestra 

cohorte132,133. En este sentido los pacientes que responden a la VNC13 tienen 

concentraciones más elevadas de neutrófilos, leucocitos y linfocitos, con diferencias 

estadísticamente significativas para linfocitos TCD4+/CD8+ y CD56+/CD16+134. 

 

Sorprendentemente, encontramos una relación inversa entre niveles elevados de 

IgG4 y la respuesta a la VNC13, puesto que los pacientes que tenían títulos de IgG4 

elevados presentaron peor respuesta a la inmunización.  

 

Discusión 



 

 
  

121 

 

Estudios recientes sugieren que esta inmunoglobulina podría estar involucrada en 

procesos de respuesta inflamatoria aberrante, lo que explicaría su participación en 

enfermedades como la pancreatitis autoinmune o la colangitis asociada a IgG4134. Por 

otra parte, otras publicaciones sugieren que la IgG4 tiene un efecto antinflamatorio e 

inductor de tolerancia lo que le conferiría a esta subclase de inmunoglobulina un papel 

patógeno y a la vez protector de la respuesta inmune135,136. 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 medición en suero de IgG anti-PnPs 

con la finalidad de incorporar esta novedosa metodología en la práctica clínica 

habitual74, ya que la RPS puede presentar interesantes ventajas respecto a los kits de 

ELISA comerciales, como la capacidad de regeneración del sensor o la posibilidad de 

analizar más 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 señal de UR durante el experimento y minimizar 

las posibles interacciones con otras proteínas presentes en el suero, se purificaron las 

IgG totales mediante FPLC137,138 y se inmovilizó la vacuna mediante acoplamiento 

amino con la superficie de un chip CM5 facilitándose la interacción de las IgG anti-

PnPs presentes en el suero con los PnPs presentes en la VNC13, los cuales estaban 

libres en la superficie del chip139. Además, se diseñó un protocolo de regeneración 

eficaz, puesto que se consiguió eliminar entre muestras de pacientes distintos las IgG 

anti-PnPs unidas en la superficie del chip, sin dañar la estructura de la VNC13140. 

 

Finalmente, encontramos una correlación robusta entre la concentración de IgG anti-

PnPs medidas por ELISA y la señal de UR obtenidas por RPS, con buena sensibilidad 

y niveles óptimos de reproducibilidad, especialmente para la dilución 1:16. No 

obstante, estos hallazgos deben ser corroborados en otras vacunas neumocócicas y 

en cohortes más 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 

práctica clínica habitual. En el futuro, las RPS podría representar una metodología 

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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6. Conclusiones  
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1. Durante el periodo de estudio, la mayoría de casos de ENI se registraron en 

niños menores de 5 años y del sexo masculino, indicando una mayor 

vulnerabilidad en este grupo etario y género. 

 

2. La implementación de la VNC13 en el calendario de vacunación infantil de la 

Comunidad Valenciana consiguió una reducción significativa de los casos de 

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

 

3. Los pacientes con enfermedades crónicas subyacentes, especialmente con 

algún tipo de inmunodeficiencia, presentan más riesgo de ENI, sobre todo por 

los serotipos 3 y 19A. 

 

4. En los niños con enfermedades neurológicas de base se observan las tasas 

más altas de secuelas y mortalidad tras ENI, lo que subraya la vulnerabilidad 

de este grupo frente a la infección. 

 

5. Los pacientes diagnosticados con algún tipo de inmunodeficiencia, 

especialmente los que recibieron terapia inmunosupresora y los trasplantados 

de progenitores hematopoyéticos, presentan mayor tasa de hipo-respuesta 

vacunal. 

 

6. Existe una asociación estadísticamente significativa entre niveles plasmáticos 

normales de linfocitos T CD4+/CD8+ y células NK CD56+/CD16+ con una 

respuesta vacunal óptima a la VNC13. 

 

7. Se observa una correlación robusta entre la señal en UR obtenida por RPS y 

la concentración de los niveles séricos de IgG anti-PnPs medidos mediante 

ELISA, especialmente para la dilución 1:16. 

 

8. La tecnología basada en RPS proporciona una valiosa herramienta para 

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

tiempo de realización muy corto. 
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