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Resumen. Fundamento. Las infecciones invasivas por Haemophilus
influenzae de tipo b (Hib) en €l nifio estan aumentando en Espafia.
Ademés, cada vez son més resistentes a los antibidticos. Actualmente se
dispone de vacunas eficaces frente a Hib y se discute su inclusion en el
calendario vacunal. El conocimiento de la serologiainfantil puede ser
(til paratomar una decision.

Métodos. Se estudiaron 235 nifios normales, de 1 mes a 15 afios de
edad. También seincluyeron 35 sueros de adultos. Se conjugo
polisacarido de Hib con tiramina, fijandola a placas microtiter de
poliestireno. La determinacion de los anticuerpos se hizo mediante
ELISA y se exprest en unidades de densidad 6ptica. Se considerd como
limite de proteccion e titulo medio de anticuerpos presentado por 6
sueros de un enfermo de sindrome de Bruton (17 uu), tomados justo
antes de la gammaglobulinoterapia.

Resultados. Latasa de anticuerpos se correlaciond con la edad
(p < 0,001). Los niveles en los nifios menores de 3 afos (25,7 + 32,5)
fueron inferiores alos de mayor edad (p < 0,001). El 53,0% de nifios
menores de 3 afios no alcanzd el limite de anticuerpos, comparado al
15,2% entre 3-6 afiosy €l 22,7% entre 6-14 afios. Mientras que las tasas
de anticuerpos en |os sueros positivos aumentan con la edad, a partir de
los 3 afios disminuye el porcentaje de nifios seropositivos.

Conclusiones. EI nimero de nifios espontaneamente protegido
contra Hib es bajo (47%), hastalos 3 afios, para luego aumentar
répidamente. La vacunacion debe dirigirse preferentemente a ese grupo
de edad.
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plates. The determination of antibodies was performed by ELISA and
the results are expressed in optical density units. The mean level of
antibodies present in 6 sera from a patient with Bruton syndrome (17
uu), just before  degammaglobulinotherapy, was considered as the limit
of protection.

Results: The antibody titer correlated with age (p<0.001). The
levelsin children younger than 3 years (25.7 + 32.5) were lower than in
older children (p<0.001). Of the children younger than 3 years of age,
53% did not reach the protective level of antibodies, compared to
15.2% of those between 3-6 years and 22.7% of children between 6 and
14 years. Whereas the mean antibody level increased with agein
positive sera, the percentage of seropositive children decreased after 3
years of age.

Conclusions: The number of children spontaneously protected
against Hib islow (47%) until 3 years of age. Nevertheless, this number
increases rapidly after this age. Immunization must be restricted to this
age group.

Key words: Haemophilus influenzae; Immunization; Serum
antibodies.

SERUM ANTIBODIES AGAINST HAEMOPHILUS
INFLUENZAE IN CHILDREN FROM THE PROVINCE OF
VALLODOLID (SPAIN)

Abstract. Ojective: Invasive infections by Haemophilus influenzae
type b (Hib) in children are increasing in Spain. Moreover, they are
becoming more resistant to antibiotics. Currently, effective vaccines
against Hib are available and their inclusion in the routine schedule of
immunizations is discussed. Knowledge of the childhood serology
appears to be useful in decision making.

Patients and methods. Two hundred and thirty-five normal
children, between 1 month and 15 years of age, were studied. Thirty-six
adults serawere also included as controls. Polysaccharide of Hib was
conjugated with tyramine and used to coat polystyrene microtitration
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Introduccion

Las infecciones por Haemophilus influenzae de tipo b (Hib)
llamadas invasivas son cada vez més frecuentes y mas resistentes
alos antibi6ticos. Superan los 100 casos/100.000 nifios me-
nores de 5 afios en paises en desarrollo y oscilan de 20 a 100 en
los desarrollados3. Lamayor incidencia ocurre en menores de
7 meses”. Lameningitis es laforma més comdn, mientras que
la epiglatitis es particularmente frecuente en alglin pais, como
Finlandia, y raraen grupos étnicos, como los esquimales®9. En
el Hospital «Miguel Servet» de Zaragoza se recogieron 58 ca-
sos deinfeccion invasiva entre 1981-90, delos que e 63% fue-
ron meningitis, el 10% artritis, el 10% epiglotitis, 8,6% celuli-
tisy el 6,9% neumonias”. En Espafia la patologiainfantil por
Hib no a canzalaimportancia de otros paises aunque esta en au-
mento; de un total de 279 meningitis bacterianas recogidas des-
de 1986 a 1990 en €l Hospital «del Nifio Jesiis» de Madrid, €
Hib caust el 16%, comparado a 70% de la Neisseria meningi-
tidis®19, En Espafia, los recién nacidos infectados por Hib son
rarosy los casos se comunican aisladamente®12; sin embargo,
en otros paises ya superan €l 6-7% de sepsisy meningitis. Sere-
laciona este incremento con la escasa inmunizacion de las ges-
tantes, |o que podria corregirse mediante vacunacion.

Actualmente se dispone de vacunas conjugadas a proteinas
cuya eficacia estd bien comprobada, pero se discute la pertinencia
de su inclusién en el calendario vacunal infantil319), como ya
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se hizo en Estados Unidos y en Finlandia. EI conocimiento de
las cifras de seroprevalencia de la propia poblacion es unain-
formacion Gtil paralaorganizaciony el seguimiento de un pro-
grama preventivo de cualquier enfermedad infecciosa.
Comunicamos | os datos serol égicos contra polisacarido de Hib
en lapoblacion infantil de nuestra area.

Métodos
Antigeno

La determinacion de anticuerpos anti-Hib se rediz6 mediante
ELISA. El antigeno que utilizamos fue polisacarido capsular
porporcionado por laDra. R. Schneerson del National Institute
of Child Health and Human Development de Bethesda (EE.UU.)
en donde se aisl6 mediante la técnica comun de precipitacion
con cetavldny etanol, apartir dela cepa Madigan®’18), En nues-
tro laboratorio conjugamos luego el antigeno con tiramina si-
guiendo € método de Anthoy publicado més recientemente por
Barray cols.19, Paraello activamos 500 g del polisacérido di-
luido en 1 ml de NaOH 0,01N, con bromuro de ciandgeno (6,5
mg) a1 g/ml en acetonitrilo. Se coloco la mezcla a temperatu-
raambiente durante 10 minutos, manteniendo e pH a10,8 con
NaOH 0,1N. Latiraminase prepar6 diluyendo 5 mg en COsHNa
0,5M, alaconcentracion de 50 mg/ml y apH 8,5 mantenido con
CIH 0,1N. Se mezclaron ambas solucionesy se dializaron fren-
te aagua destilada y luego contra tampon fosfato pH 7,4, du-
rante 24 horas cadaunaa4°C. El polisacérido conjugado se gjus-
t6 ala concentracion final de 2 pug/ml para su posterior utiliza-
cionen lasplacas ELISA.

Técnicade ELISA

Se colocaron 100 pl de polisacarido conjugado en cada po-
cillo de placas de poliestireno de 96 pocillos. Tras unaincuba-
cion de 24 horas a temperatura ambiente se lavd tres veces con
tampdn fosfato salino pH 7,4 y tween (PBS-Tween 20). Loses-
pacios libres de laplaca se saturaron con 150 pil de seroalbdmi-
nabovina (BSA) a 1% durante 60 minutos a 37 °C. Los sue-
ros fueron diluidosa1/160 en BSA a 0,1% y seincubaron 100
pI/pocillo durante 24 horas atemperaturaambiente. Hicimoslos
correspondientes lavados en un sistema automético y los repe-
timos a menos tres veces. Posteriormente se afiadieron 100 pl
de anticuerpos por anti-lgG humana marcado con peroxidasay
diluido a1/4.000 en PBS-Tween 20, y seincubd a 37 °C durante
60 minutos. Después de esta reaccion 1os lavados se repitieron
seisveces. Sereveld con 100 pl de ortofenil-diamina (OPD) di-
luida en buffer citrato fosfato, pH 5,0. Lareaccion fina se fre-
nd con &cido sulfurico 4N. Lalecturade ladensidad dptica (DO)
e hizo mediante un fotémetro multiscan (EAR 400. SLT. Austria)
a492 nm.

Ensayos técnicos

Hasta decidir las condiciones dptimas de trabajo se realiza-
ron NUMerosos ensayos con cada una de las reacciones. Para
fijar el antigeno de polisacérido se probaron concentraciones de
2,5y 10 pug/ml, asu vez diluido en buffer carbdnico/bicarco-
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nato pH 9,6, en PGSpH 7,4y en PBS-Tween 20 apH 7,4. Los
mejores resultados se obtuvieron con 2 pg/ml de antigeno di-
luido en PBS-Tween 20. Respecto a los sueros, |as diluciones
estudiadas fueron 1/20; 1/40; 1/80; 1/160; 1/320y 1/640 en BSA
concentrada al 0,1%; al 1%y a 2%. Los resultados més dis-
criminativos se consiguieron con suero diluido al 1/160 en BSA
al 0,1%. También se probaron tres diluciones de BSA para blo-
quear los pocillos, obteniendo & mejor resultado co BSA a 1%.
Durante las pruebas se observd que utilizando anticuerpo anti-
IgG diluido al 1/3.000 €l revelado era demasiado rapido, por lo
que luego se diluy6 al 1/4.000. La concentracion habitual de
OPD (40 mg/dl) en buffer citrato fosfato pH 5,0 también pro-
dujo revelados muy rapidos, por lo que se utilizd a20 mg/dl. La
concentracion final del H,O, presentado al 10 vol% (v/v) fue de
120 pl/dl de solucién de revelado. El tipo de placa fue también
motivo de varios ensayos por |a pobre fijacion del polisacérido
al plastico. Se probaron diferentes placas de Nunc y luego tres
tipos de placas activadas de la marca Costar: «high binding»,
«covalent binding surface» y «medium binding»; la primerafue
la que ofrecid resultados més discriminatorios y la que utiliza-
mos rutinariamente.

Valoracion delosresultados

Enlamitad de laplaza se fijé antigeno capsular y en laotra
mitad solo diluyente. Cada suero se incub6 por cuadruplicado,
colocando dos muestras en pocill os que tenian antigeno de Hib
y otras dos en pocillos sin antigenos. El resultado es el corres-
pondiente ala DO delos pocillos con antigeno, unavez restado
el valor de los correspondientes pocillos sin antigeno.
Previamente, laDO de los pocillos blancos (sin antigeno ni sue-
ro) se habiarestado atodoslosvalores. Este valor de DO resul-
tante fue denominado unidad aleatoria (uu). El coeficiente de
variacion intraensayo de los valores de DO se calcul 6 repitien-
do un mismo suero 17 veces por duplicado y fue de 10,63%. Dos
sueros fueron incluidos de forma repetida en todas las placas y
su resultado se utiliz6 para homol ogar |os datos conseguidos en
diferentes placas. Cuando se observo una diferencia excesivase
repitio la placa entera.

L imite de proteccion

Para calcular € limite de proteccion se estudio un enfermo
afecto de enfermedad de Bruton que recibia periodicamente gam-
maglobulinay que mantenia unabuena situacion clinica. Se uti-
lizaron los sueros extraidos como control, justo antes del trata-
miento. En todos se determing lacifratotal delgGy en el pre-
sente estudio se emplearon 6 sueros que tenian niveles de 1gG
inferiores a 200 mg/dl.

M étodos estadisticos

Debido a las caracteristicas de los datos solo se utilizaron
pruebas para muestras con distribucidn no paramétricas. Ladi-
ferencia de los val ores medios de tasas de anticuerpos se valo-
ro con la prueba de Mann-Whitney. La correlacion entre los
nivelesy los meses de edad se hizo mediante la prueba de
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Figura 1. Niveles de anticuerpos anti-Haemophilus influenzae detectados
en los nifios, seglin edad (Test de Spearman, p < 0,001).

Spearman. La diferencia del nmero de casos negativos de ca
da grupo se estudio con la prueba de chi cuadrado.

Material

Los sueros se obtuvieron de 235 nifios alos que se hicie-
ron andlisis de sangre como control de alglin proceso patol 6gi-
co yasuperado o que fueron analizados con motivo de un estu-
dio preoperatorio. La mayoria de los nifios procedia de la con-
sultaambulatoriadel Hospital Clinico de Valladolid. Se descar-
taron aquellos pacientes en los que el motivo del andlisis suge-
riaagunainfeccion reciente o de antecedente de infecciones fre-
cuentes. En ninguin caso padecian procesosinfecciosos agudos.
Debido alas |6gicas limitaciones de caracter ético no se puede
afirmar que fueran estrictamente normales, pero creemos quela
muestra es suficientemente representativa de la poblacion in-
fantil de nuestro medio. Los 50 adultos fueron jévenes volunta-
rios, la mayoria menores de 30 afios de edad.

Resultados
Valores medios

L os datos obtenidos en los nifios se agruparon segun laedad
entresgrupos: de0 a3 afios, de 3 a6 afiosy de 6 a 14 afios. Los
valores de densidad ptica ofrecieron en todos |os grupos de
edad una amplia variacion, oscilando entre 0 y 360. Las cifras
mas bajas fueron las del grupo de 0-3 afios de edad (25,7 + 32,5)
y las més dtas se hallaron entre los de 6 a 14 afios (80,3 + 85,0),
que incluso fueron mas elevadas que las de los adultos (74,5 +
73,2). Hubo una alta correlacidn entre la edad y los niveles de
anticuerpos (p < 0,001) (Figs. 1y 2). Ladiferencia de tasas en-
trelos nifios pequefios y |os demas grupos fueron atamente sig-
nificativas (Man Whitney, p < 0,001). Sin embargo, €l nimero
de casos negativos fue slo ligeramente mayor que € de los adul-
tos (Chi cuadrado, p < 0,05) (Tablal).

Limite de proteccion

Dos sueros del enfermo agammaglobulinémico fueron ne-
gativos, pero las tasas de los otros cuatro oscilaron de 3,6 a 53.
Consideramos como limite protector de anticuerposlaciframe-
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Figura 2. Gréfica detallada de los nifios menores de 3 afios. Hastalos 5
meses, lamayoria de los sueros fueron positivos, probablemente por pro-
cedencia materna. Posteriormente |os valores disminuyeron hasta los 20-
25 meses paraiir luego elevandose.

Tabla | Anticuerpos séricos anti-Hib
Grupo Ne Niveles medios (uu)* Casos negativos**
0-3afilos 66 25,7+ 325 35 (53,0%)
3-6afios 59  740+654(p<0,001) 9(152%) (p< 0,0001)
6-14afios 110 80,3+ 85,0 (p<0,001) 25 (22,7%) (p < 0,0001)
Adultos 50  71,7+826(p<0,001) 15 (30%) (p: 0,02).

Las comparaciones estadisticas estan cal culadas respecto al grupo de
nifios de 0-3 afios.
* Mann-Whitney; ** Chi cuadrado.

dia de los 6 sueros de este enfermo, que fue de 17. En total ha
Ilamos 80 sueros con tasas inferiores a esta cifra. El porcentagje
mas alto correspondid a grupo de nifios menores de 3 afios
(53,0%) y e masbajo al de 3 a6 afios (15,2%). Aunque el gru-
po de 6-14 afios mostrd cifras medias superiores, incluia mayor
numero de nifios no protegidos (22,7%). Mientras que latasame-
dia de anticuerpos aumenta con laedad, € nimero de nifios apa-
rentemente protegidos disminuye, a partir de los 3 afios de edad

(Fig. 3).

Discusion

El caracter protector de los anticuerpos dirigidos contralos
polisacaridos de la cdpsula del Hib esta aceptado desde hace
afos. Las primeras pruebas proceden de animales protegidos con
anticuerpos previamente alainocul acion bacteriana@, Méstar-
de se confirmé en humanos tratados con gammaglobulina es-
pecifica®. En los afios siguientes se observo que los anticuer-
pos producidos con vacuna protegian alos nifios de infecciones
invasivas y que estos anticuerpos tenian capacidad bacterici-
da®. Sin embargo, definir el nivel minimo de anticuerpos que
protege contra lainfeccion es complejo. Desde 1973 se acepta
0,1 pg/ml de anticuerpos especificos como umbral protector. El
célculo se baso de forma aprioristica en administrar gamma-
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Figura 3. El porcentaje de nifios no protegidos hasta los 3 afios superd e
50%. Disminuy bruscamente entre |os 3-6 afios y a continuacion sufrié
un progresivo aumento (arriba). En la parte de abajo se muestran los mis-
mos datos, desglosados por afios.

globulinaaenfermos con sindrome de Bruton y observar ladis-
minucién progresiva de |os anticuerpos anti-Hib en su suero®@),
Mas adelante también se investigd de forma prospectivalainci-
denciade infeccionesinvasivas en nifios con niveles superiores
oinferioresa0,1 py/ml, concluyendo que este limite era apro-
ximadamente correcto.

Cuando realizamos este trabajo no disponiamos todavia de
suero control homologado, por lo que intentamos conocer € um-
bral de proteccion seroldgica valido para nuestra propia siste-
matica. Nos basamos en | 0s datos aportados por un enfermo ado-
lescente afecto de agammaglobulinemiatipo Bruton tratado con
gammaglobuling, utilizando |os controles sanguineos previos a
laadministracion de 1gG y teniendo en cuenta que |levaba afios
bien controlado clinicamente y con una infectibilidad normal,
por lo que parecia adecuadamente protegido. En contradelo que
esperdbamos, 4/6 sueros mostraron cifras detectables de anti-
cuerpos, aun cuando los niveles de 1gG total en ellos eran muy
bagjos, inferiores a 200 mg/dl. Edwardsy cols.?%, comparando
diferentes técnicas concluyen que cada investigador debe esta-
blecer su propio limite de proteccion. Aunque se use € mismo
suero patrén, |os resultados no son homol ogables cuando latéc-
nicaes diferente. Incluso, con el mismo test, los resultados no
sonigualessi ladeterminacion final delos niveles se calcula por
el sistema de «lineas paralelas» o de «punto final»@.

Al introducirse las vacunas, algunos autores afirmaron que
€l umbral de proteccidn con anticuerpos inducidos por vacuna-
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Cidn no equivale al logrado por infeccion natural y que des-
pués de lavacunacion € limite se deberia establecer en 1 mg/ml,
alas 3 semanas de lainmunizacién, en lugar de 0,1 pg/mi @),
Sin embargo, alguna vacuna como la PRP-D, que protege efi-
cazmente produce niveles < 1 ug/ml en bastantes nifios?). Estos
datos parecen contradecir que €l limite de 1 ug/ml para vacu-
nados sea incuestionable en todas | as situaciones, mas bien es
un tema que se mantiene abierto@,

Nuestros resultados muestran que antes de los 3 afios de edad
hay una elevada proporcidn de nifios sin tasas protectoras de an-
ticuerpos contra polisacarido de Hib y quienes los presentan tie-
nen tasasinferiores alas de nifios mayores. Con la edad aumentan
progresivamente | os niveles de anticuerpos. Sin embargo, € por-
centgje de nifios protegidos no sigue el mismo curso. Aumenta
bruscamente a partir de los 3 afios y luego, en lineas generales
disminuye. Suponemos que esta evolucion estd en relacion con
una mayor frecuenciaen laedad infantil de infecciones de vias
respiratorias atas, no invasivas por Hib, que en mésdel 25% de
los casos se deben a Hib@.

Es bien conacido que la presencia de anticuerpos especifi-
cos protege frente ainfecciones invasivas por Hib, pero resulta
dificil explicar el significado delaserologianegativa. Enlosni-
fios menores de 3 afios coincide la mayor frecuencia de infec-
cionesinvasivasy también de serologia negativa. Al contrario,
en nifios mayores y adultos hallamos un ato indice de serone-
gatividad, mientras que las infecciones invasivas son excepcio-
nales?. A pesar de carecer de anticuerpos es muy probable que
estén protegidos gracias a su facilidad para responder inmedia-
tamente en caso deinfeccion, probablemente a causa de uname-
moriainmunitaria. En un estudio de Scoleay cols.®? |os nifios
con epiglatitis tenian bacteriemias menosintensas que los nifios
con meningitis y producian tasas mucho més altas de anticuer-
pos en la convalecencia; creen que esta respuesta permite que
su enfermedad sea més leve.

La presencia de anticuerpos anti-Hib séricos no significa ne-
cesariamente que hubo unainfeccidn previapor Hib, porque a-
gunas bacterias comparten |os mismos antigenos capsul ares®.
Asi, lainmunizacion con neumococo 6A también forma anti-
cuerpos anti-Hib, aunque la reaccion cruzada es unidireccional,
pues, alainversa, la vacuna Hib apenas forma anticuerpos an-
ti-neumococo 6A M),

Parece improbable que |a determinacion serol 6gica anti-Hib
Ilegue a tener utilidad diagndstica, como en otras infecciones,
aunque se mejore latécnica. EI motivo principal es quetras una
infeccion invasiva por Hib, €l incremento de anticuerpos espe-
cificos es muy inconstante® aunque la evolucion sea favora-
ble3), especialmente en |os lactantes®). No obstante, también
hay autores que |os encuentran rutinariamente elevados®?.
Nosotros tampoco hallamos respuesta en tres infecciones agu-
das por Hib que estudiamos. Es claro que lafalta de anticuerpos
no significa necesariamente que no haya habido infeccidn por-
que hay circunstancias en las que la respuesta serol 6gica frente
al Hib fracasa. Ocurre en inmunodeficiencias congénitas, pero
también més especificamente en situaciones de asplenia, es-
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plenectomia o hipoesplenia funcional, como en la drepanocito-
siso enlaceliaca. Asimismo, hay una base genética de caracter
racial, que se reconocid en esquimales de Alaska, indios apa
ches y negros americanos®2Y, El mecanismo exacto de lafata
de respuesta no lo conocemos y se podria pensar que fuerala
causa favorecedora de lainfeccion, pero no es asi ya que otros
individuos con similares infecciones y evoluciones producen
normal mente anticuerpos anti-Hib. En general, la respuesta es
mas alta en nifios mayores con epiglatitis, que en pequefios con
meningitis®o),

Se comunicaron individuos que no respondieron frente ala
infeccion natural, y que luego lo hicieron tras |a vacuna conju-
gada®39), Las circunstancias comentadas indican que lares-
puesta de anticuerpos ante lainmunizacion con polisacarido con-
jugado a proteinas es diferente y més potente que la propiain-
feccion natura®?), por lo que estariaindicadaincluso en nifios
con antecedentes de mala respuesta a Hib.

Laformacion de anticuerpos es diferente tras infeccion na-
tural o tras vacuna conjugada, y la diferenciano es sélo cuanti-
tativa. El polisacarido de Hib produce anticuerpos por unaacti-
vacion delinfocitos B que esindependiente delos T. Son de cla-
selgM elgG, pero sin memoriainmunol dgicay fendmeno «bo-
oster»; tras una reinfeccion suben igual que tras la primoinfec-
cion. Larespuesta T-independiente es comin frente a polisacé-
ridos, mientras que las proteinas provocan una reaccion T-de-
pendiente con memoriainmunol 6gica. La respuesta T-indepen-
diente es muy inmadura en lactantes, motivo de las frecuentes
infecciones Hib en esaedad. Esta peculiar respuestafrente aHib
explica que hayamos encontrado tasas de anticuerpos tan bajas
en nuestros nifios. Probablemente indiquen unainfeccion rela-
tivamente reciente y luego desaparezcan.

Las antiguas vacunas no conjugadas funcionan de forma T-
independiente, como lainfeccidn natural, pero con las nuevas,
conjugadas a proteinas, la sintesis de anticuerpos es T-depen-
diente y con reaccién «booster». Esta reaccion que habria que
atribuirlaalamolécula portadora (carrier), también se desenca-
denacontrael polisacérido®®3), puesal inyectar polisacérido pu-
ro a nifios inmuni zados con vacuna conjugada también hay re-
accion tipo «booster»©®), indicando que estas vacunas inducen
también memoriaen las células B®), LIamativamente, algin au-
tor no comprobd efecto «hooster» con vacunas conjugadas. Fueron
experiencias en adultos y se cree que estarian ya sensibilizados
frente al «carrier» (toxoide de tétanos, difteria, etc.), con lo que
la primerainyeccion ya seria realmente una reaccion secundaria,
y entre ellas y |as siguientes habria escasa diferencia”29).

En resumen, presentamos datos serol 6gicos de nifios proce-
dentes de nuestro medio que indican la escasa proteccion hasta
los 3 afios; sin embargo, a partir de esa edad estan mayoritaria-
mente protegidos frente a Hib, por lo que la profilaxis debe li-
mitarse alos menores.
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