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SINTESIS

Para la evaluacion de la inmunogenicidad de un candidato vacunal cubano contra
Haemophilus influenzae b (Hib) obtenido por sintesis quimica (Quimi-Hib), inicialmente se
Ilevo a cabo la validacion de un ELISA indirecto para la determinacién de anticuerpos anti-
PRP en el suero de los vacunados. Se disefiaron ensayos clinicos en diferentes grupos
poblacionales (adultos, nifios entre 4-5 afios y lactantes), en los que se administré a los
grupos controles, la vacuna Vaxem-Hib (Chiron). Se cuantificaron las concentraciones de
anticuerpos anti-Hib por ELISA y se determiné la actividad bactericida de estos. En los
estudios en adultos, una dosis de Quimi-Hib incrementd sustancialmente los niveles de 1gG
en el 100% de los vacunados y el empleo de adyuvante no modificé la respuesta. En los
nifios entre 4 y 5 afios, Quimi-Hib mostré un perfil de inmunogenicidad similar al de la
vacuna control y reestimul6 una respuesta inmune previa, elevando las concentraciones de
anticuerpos hasta niveles capaces de prevenir el estado de portador nasofaringeo. Los
ensayos en lactantes demostraron que, un mes después de la tercera dosis, el 99.6% de estos
quedaron protegidos contra la enfermedad por Hib a largo plazo, y que en méas del 70% los
anticuerpos eran funcionales, independientemente de la vacuna recibida y del empleo de
adyuvante. En el ensayo en que se evalud la prevalencia de los anticuerpos 12 meses
después de la primo-vacunacion y la respuesta tras una dosis de refuerzo de Quimi-Hib, se
demostrd que los nifios mantenian niveles de 1gG protectores contra la enfermedad por Hib,
y se puso de manifiesto el efecto “booster” (en el 96% de ellos se produjo un incremento de
la concentracion de anticuerpos funcionales). Estos resultados permitieron afirmar que la
inmunogenicidad generada por Quimi-Hib retne los requisitos exigidos por la OMS para la

produccidn y control de vacunas conjugadas contra Hib.
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l. Introduccion

I. INTRODUCCION

1.1 Introduccién

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es un importante patégeno humano que por muchos
afios, antes de la introduccion de la vacunacién, constituyo el principal responsable de las

meningitis bacterianas en todas las regiones del planeta (Adams y col., 1993).

La vacunacion contra este agente se inicid en la década de 1970 con el empleo de vacunas
polisacaridicas que fueron sucedidas 10 afios después por vacunas conjugadas (Peltola,
2000). El licenciamiento de estas tuvo lugar en 1987 y actualmente son recomendadas para
su empleo en todas las regiones del planeta pues constituyen herramientas eficaces para la
prevencion de las més severas y comunes infecciones invasivas por Hib. En los paises en
los que han podido ser incluidas en los programas de inmunizacion infantil ha tenido lugar
una rapida y dréstica reduccion en la incidencia de la enfermedad (Garpenholt y col, 2000;
Adegbola, 2005). Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
Hib causa, por lo menos, 3 millones de casos de enfermedad severa y entre 400 000 y
700 000 muertes cada afio, pues en muchos paises no ha sido introducida aun la vacunacion
(WHO, 1998; Peltola, 2000; OMS, 2005).

El alto precio de las vacunas conjugadas constituye el principal obstaculo. Por ejemplo, a
los precios actuales en los paises industrializados, tres dosis de vacuna conjugada anti-Hib
cuestan 15 veces mas que el conjunto de las seis vacunas basicas contenidas en el
calendario de vacunacion infantil (a los precios descontados ofrecidos por la UNICEF)
(Garcia y col., 2002). Para aquellos paises con derecho a financiamiento de la Alianza
Mundial para Vacunas e Inmunizacién (GAVI), el precio actual de una vacuna combinada,
que incluya la de Hib, se ha elevado a 3.60 $US por dosis (Bennett, 2006).

Se proponen diversas alternativas para contribuir a disminuir el costo de la vacunacion
contra Hib, dentro de las cuales se destaca la que se refiere a que el nimero de dosis puede
ser disminuido sin afectar los resultados (Levine y col., 1993; Booy y col., 1994; Peltola 'y
col., 1999, Aracil y Campos, 2003). Una segunda sugerencia aborda la posibilidad de

emplear una menor cantidad de antigeno por dosis de vacuna. Este es el caso de las



l. Introduccion

experiencias reunidas en la inmunizacién con la mitad o la tercera parte de la dosis
tradicionales y con una dosis de vacuna conjugada anti-Hib, diluida 10 veces en la vacuna
DPT (difteria, tétanos, tos ferina) (Lagos y col., 1998; Nicol y col., 2002).

Un tercer enfoque apunta hacia la conveniencia de administrar la vacuna anti-Hib en
combinacion con otras incluidas en los programas de inmunizacion, lo que conduce
indudablemente a la reduccion del costo y al incremento de la cobertura de vacunacion,
pero en algunos casos también a la disminucion de la eficacia (Eskola y col., 1999; Aracil y
Campos, 2003). El cuarto y ultimo acercamiento al problema alude directamente a la
necesidad de un mejor ajuste del costo, para que esta no constituya un privilegio exclusivo
de solo algunos paises del mundo. Tal alternativa es la mas dificil de concretar pues la alta
incidencia de la enfermedad invasiva por Hib, hace de esta vacuna un excelente producto
del mercado biotecnolégico (CDC, 1999; Peltola, 2000; Clemens y col., 2003).

En Cuba, en 1989, el Laboratorio de Antigenos Sintéticos de la Facultad de Quimica en la
Universidad de La Habana (UH), propuso una novedosa estrategia para la produccion de
una vacuna conjugada contra Hib a través de la sintesis quimica del polisacarido capsular
de la bacteria. El éxito de esta permitiria obtener localmente las dosis necesarias para la

cobertura nacional de vacunacion.

Con esta estrategia se reproduce exactamente la estructura quimica de un fragmento del
polisacarido capsular de Hib, por oligomerizacion del disacarido intermedio, a través de
una reaccion de policondensacion en fase homogeénea. El antigeno sintético asi obtenido
contiene una mezcla de oligosacaridos de unidades repetidas del mondmero del
polisacérido capsular de Hib (entre 4 a 15 unidades) y esta provisto de un espaciador que se

encuentra a continuacion de la ultima unidad de fosfato (Verez-Bencomo y Roy, 1999).

Tras algunos afios de investigaciones a nivel académico, la tecnologia principal para crear
esta vacuna fue patentada de manera conjunta con la Universidad de Ottawa, Canada
(Verez-Bencomo y Roy, 1999). El antigeno obtenido por sintesis quimica luego de su
conjugacion a una proteina “carrier” derivd en un preparado vacunal para el que se

completaron satisfactoriamente los ensayos preclinicos, pero cuya inmunogenicidad y
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seguridad para el uso en humanos debia ser comprobada (Ferndndez-Santana y col., 2004).

En este documento se presentan los resultados de los estudios clinicos llevados a cabo en
diferentes grupos de poblaciones, tras los cuales el preparado obtenido se registré bajo la
denominacion de Quimi-Hib: No. Certificado de Inscripcion: B-03-150-J07, expedido por
el Centro para el Control Estatal de Calidad de los Medicamentos (CECMED) el 5 de

noviembre 2003.

La ausencia de componentes bacterianos en la composicion de esta vacuna condiciona que
los procesos de certificacion y de escalado productivo sean menos costosos, asi como que
su obtencion sea mas exacta, reproducible y economica que la de las vacunas conjugadas
convencionales. Esto permitiria extender su uso hacia aquellas regiones del mundo donde
la poblacion infantil no recibe proteccion contra Hib y al mismo tiempo representa un paso

adelante en el desarrollo de vacunas eficaces contra muchas otras enfermedades.

Quimi-Hib constituye la primera vacuna de su tipo para uso en humanos. La demostracion
de la eficacia clinica lograda con su empleo fue la motivacion fundamental del presente

trabajo, en el que nos propusimos la siguiente hipotesis:

1.2 Hipdtesis

La vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b obtenida por sintesis
quimica (Quimi-Hib), induce niveles de anticuerpos protectores que no difieren
significativamente de los generados por las vacunas homologas obtenidas a través de

los métodos convencionales.

Para su confirmacion nos trazamos los siguientes objetivos:
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1.3 Objetivos

Objetivo General

Evaluar la respuesta inmune en voluntarios sanos de diferentes grupos poblacionales, tras la
administracion de la vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b obtenida por

sintesis quimica (Quimi-Hib).

Objetivos Especificos

1. Confirmar, en las condiciones del laboratorio Nacional de Referencia para
Haemophilus en el IPK, un sistema ELISA para la cuantificacion de anticuerpos

contra el polisacarido capsular de Hib en suero humano.

2. Evaluar la respuesta inmune en adultos sanos tras la administracion de una dosis de

Quimi-Hib sin adyuvante y adyuvada fosfato de aluminio.

3. Investigar el estado de portador nasal y faringeo y los niveles de anticuerpos contra
H. influenzae b, en nifios cubanos entre 4 y 5 afios de edad no vacunados contra

este agente, y evaluar la respuesta inmune tras la administracion de Quimi-Hib.

4. Evaluar la inmunogenicidad de Quimi-Hib en lactantes y comparar los niveles de

anticuerpos protectores que se logran al administrarla, con y sin adyuvante.

5. Determinar los niveles de anticuerpos contra H. influenzae b un afio después de la
primo-vacunacion de los lactantes y evaluar el efecto, tras una dosis de refuerzo

con Quimi-Hib, en este mismo grupo de nifios.
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1.4 Novedad cientifica

- Los resultados de los estudios que se integran en este documento contribuyeron al primer
reporte en el mundo de alta eficacia en humanos, al emplear una vacuna producida por
sintesis quimica. Tal evidencia cientifica es un paso adelante en el camino relativamente
joven de las investigaciones inmunoldgicas sobre antigenos sintéticos, para el desarrollo

de otras vacunas contra enfermedades que aun son un problema de salud mundial.

- Se recoge el primer estudio en Cuba que aporta datos sobre los altos niveles de
anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib en poblacion infantil no vacunada,
informacion que adquiere mayor relevancia si se considera que se evalud la inmunidad

natural para Hib en un grupo representativo de la tltima cohorte de nifios no vacunados.

1.5 Valor tedrico

Las observaciones del estudio de inmunidad naturalmente adquirida en nifios sanos entre
4y 5 afos de edad, brindan informacion al respecto con verdadera magnitud. De esta forma
se logrd encontrar explicaciéon a los bajos niveles de portadores nasofaringeos de Hib en
Cuba, demostrados en investigaciones anteriores desarrolladas por el laboratorio Nacional
de Referencia para Haemophilus en el IPK.

1.6 Valor préctico y social

- El conjunto de evidencias proporcionadas por los estudios clinicos recogidos en este
documento, permitié poner a disposicién del sistema de salud cubano una vacuna contra
Hib. Su presentacion a las autoridades del CECMED condicion6 que el candidato a
vacuna recibiera el Certificado de Registro para su uso en el pais, haciendo posible la

produccidn local de las dosis necesarias para la cobertura nacional de vacunacion.

- La evaluacion de la respuesta inmune tras la administracion de Quimi-Hib a nifios entre

4y 5 afos de edad, permitio beneficiar a un grupo representativo de la Gltima cohorte no
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vacunada en Cuba, que de acuerdo con la estrategia seguida en el pais en el momento de

la introduccion de la vacunacion, no cumplian con los requisitos de inclusion.

Los estudios de inmunogenicidad que se describen en este documento para los diferentes
grupos meta respaldan, con un nivel de evidencia robusta, la aplicacion de la vacuna
Quimi-Hib, erigiéndose esta como un producto biotecnoldgico de enorme impacto social
que puede representar un avance hacia la accesibilidad para aquellos paises en los que la
vacunacién contra Hib no ha podido ser introducida. Por otro lado, sentaron precedentes

para el ulterior desarrollo de la vacuna Pentavalente cubana.

La confirmacion, en las condiciones del laboratorio Nacional de Referencia para
Haemophilus en el IPK, del ELISA indirecto para la cuantificacion de anticuerpos contra
el polisacarido capsular de Hib, abrié un camino en la acreditacion del laboratorio. Esto
permitio el aseguramiento de la calidad del trabajo durante los estudios de
inmunogenicidad de Quimi-Hib y condiciond su participacion en las evaluaciones

clinicas de otras formulaciones de vacunas contra este agente.



I1. Revision Bibliogréafica

Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Enfermedad por Haemophilus influenzae

La meningitis bacteriana constituye la entidad clinica mas significativamente asociada con
H. influenzae. Consiste en una inflamacion aguda y purulenta de las meninges, producida
también por otras bacterias, entre las que se destacan Neisseria meningitidis y
Streptococcus pneumoniae. Para H. influenzae se reporta una incidencia mayor entre
lactantes y se le reconoce como el agente mas comun en menores de 2 afios de edad, con un
indice de mortalidad que oscila entre un 2 y 5% (Munson y col., 1989; Makela y col.,
1992). La muerte se produce fundamentalmente en los casos en los que el diagnostico se
realiza tardiamente, y en los pacientes que sobreviven se presenta como una importante
causa de sordera y de otras manifestaciones neurologicas, tales como la epilepsia y retardo

en el aprendizaje (Taylor y col., 1990; Fortum, 1992; Makelay col., 1992).

La epiglotitis es otra de las expresiones invasivas de la enfermedad por H. influenzae.
Consiste en una inflamacion aguda de la epiglotis que conlleva a la obstruccion de las vias
respiratorias y por consiguiente a la muerte (Makela y col., 1995). En algunas areas
geograficas constituye la segunda causa de enfermedad por este agente, mientras que en
otras es totalmente desconocida (Claesson y col., 1984; Ward y col., 1986). Se presenta
mas frecuentemente en nifios alrededor de los 3 afios de edad y entre madres de nifios con

una meningitis por H. influenzae en curso (Takala y col., 1990; Morgan y Walport, 1991).

Otras manifestaciones de la enfermedad por H. influenzae incluyen a la celulitis, artritis,
neumonia, pericarditis, osteomielitis y septicemia. La distribucion de estas varia en las
diferentes regiones geograficas y depende ademas de la eficacia del diagndstico (Takala y

col., 1989; Otero y col., 2005).

2.2. La incidencia de la enfermedad por H. influenzae

La enfermedad invasiva por Hib tiene una distribucion mundial y representa un problema
de salud cuya incidencia y manifestacion varian en diferentes regiones del mundo,
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existiendo incluso diferencias entre regiones y grupos étnicos de un mismo pais. Las
poblaciones autdctonas en paises desarrollados tienen a menudo una incidencia mucho mas
elevada. Por ejemplo: en poblaciones nativas de Alaska y aborigenes de Australia, es de
mas de 150/100 000, en nifios menores de 4 afios de edad; entre nifios beduinos en Israel,
maoris y melanesios en Oceania y mapuches en Chile, el riesgo de meningitis por Hib es

notablemente mas alto que en la poblacion general (Peltola, 2000).

De acuerdo con los datos ofrecidos por la OMS y por el Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades Infecciosas (CDC) de Atlanta, EUA, en los paises
desarrollados antes de la vacunacion, Hib era la causa mdas importante de enfermedad
bacteriana invasiva en nifilos pequefios, y la meningitis la manifestacion mas comun
(Wattanasri, 1993; WHO, 1998; CDC, 2003). Los datos que proporcionan estudios
realizados en paises en desarrollo, a pesar de subestimar la verdadera carga de la
enfermedad, igualmente conducen a esta conclusion. Por ejemplo, en un estudio en una
serie que incluyo6 2 000 personas en el sur y sureste de Asia y en el Medio Oriente, Hib fue
responsable del 50% de los casos de meningitis infantil y del 25% de todos los casos de
meningitis (Peltola, 1999). Igualmente, en Tailandia durante 1990, Hib fue la causa mas
comin de meningitis bacteriana infantil (43% de 389 casos) y la incidencia maxima se
produjo entre los 5 y 6 meses de edad. En los paises en desarrollo también las neumonias
por Hib son un problema de salud significativo, pero debido a la inherente dificultad para
establecer la etiologia en infecciones respiratorias, es probable que se subestime la

verdadera carga de enfermedad (WHO 1998; Peltola 2000; Baggett, 2006).
2.2.1. Transmision

H. influenzae constituye una bacteria comensal de las vias respiratorias superiores en el
hombre, que es el Unico reservorio natural conocido para este agente. La exposicion
comienza después del nacimiento y de ahi en adelante es comun la transmision de una o
mas cepas pues la colonizacion nasofaringea es un proceso dindmico, con nuevas cepas que
se adquieren y otras que se reemplazan. La transmision ocurre a través del contacto directo
con secreciones respiratorias o por inhalacion de gotas transportadas por el aire (Moxon y

Rappuoli, 1990; Murphy, 2001; CDC, 2003).
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Antes del uso extendido de las vacunas para Hib las investigaciones dirigidas a la biisqueda
de portadores nasofaringeos reportaban una colonizacion en lactantes que oscilaba entre
0.5-3%, pudiendo llegar hasta un 15% en algunas poblaciones (WHO, 1998; CDC, 2003).
En la mayoria de los casos Hib coloniza asintomaticamente las vias respiratorias superiores,
con frecuencia durante periodos prolongados, pero la enfermedad invasiva sélo se

manifiesta cuando pasa de las vias respiratorias a la sangre (Murphy, 2001).
2.2.2. Contagio

Hib tiene un potencial de contagio limitado y la enfermedad secundaria, definida como la
enfermedad de 1 a 60 dias después del contacto con un nifio enfermo, es relativamente poco
comun (menos de un 5% de los casos de enfermedad invasiva por Hib). Cuando los
contactos tienen lugar dentro de la misma casa, la tasa de ataque secundario es s6lo del
0.3% y esta cifra que parece pequefia es sin embargo, 600 veces mayor que el riesgo por
contacto para la poblacion general (CDC, 2003). Las tasas de enfermedad como
consecuencia de los contactos en la casa son especificas de la edad, variando desde 0 a
3.7% entre nifios mayores de 6 aflos y menores de 2 afios, respectivamente. Las tasas de

ataque secundario en circulos infantiles varian de 0 a 2.7% (CDC, 2003).
2.2.3. Factores de riesgo

Edad: Es la influencia principal en la susceptibilidad a la enfermedad por Hib. En neonatos,
la enfermedad invasiva es relativamente infrecuente debido a la combinacién de una
exposicion mas baja al microorganismo, los efectos protectores de los anticuerpos maternos
y la proteccion conferida por la lactancia. En cambio, desde los 6 meses y hasta los 2 afios,
los nifios estdn en un riesgo mas alto. A partir de los 3 afios comienzan a desarrollar
inmunidad natural y la incidencia de la enfermedad disminuye (Murphy, 2001; CDC,
2003). Su influencia varia en distintas poblaciones; por ejemplo, en EUA menos de un 20%
de la enfermedad ocurre en nifios mayores de 24 meses y se reportan las tasas mas elevadas
entre lactantes menores de 7 meses, para poblaciones con una alta incidencia (indios
navajos y apaches). En Finlandia, en cambio, la incidencia se hace maxima en nifios

mayores; y en Gambia, el 83% de todos los casos de meningitis ocurren en menores de un
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aflo de edad (Coulchan, 1984; Losonsky, 1984; Bijlmer y van Alphen, 1992).

Sexo: Pese a que en general casi todos los estudios describen una incidencia igual de la
enfermedad en ambos sexos, algunos reportes indican que las tasas de ataque son de 1.2 a

1.5 veces mayores, en los nifios que en las nifias (Likitnukul, 1994; CDC, 2003).

Origen étnico: En ciertos grupos étnicos la incidencia de la enfermedad invasiva por Hib es
mas elevada, entre los que se encuentran: afro-americanos, americanos nativos en el sureste
de Alaska, indios navajos y apaches, poblaciones hispanas en los EUA y aborigenes
australianos. Pese a que aun se desconoce el motivo, se piensa que pudieran participar
factores socioecondmicos, hacinamiento y diferencias genéticas en la capacidad para

generar una respuesta inmunoldgica (Murphy, 2001; CDC, 2003).

Asistencia a circulos infantiles: Los nifios que acuden a circulos infantiles o guarderias se

exponen a un riesgo significativamente mayor de padecer una infeccion invasiva por Hib.
La asistencia a estas instalaciones pudiera ser un factor de contribucion de hasta un 50% de

todos los casos de enfermedad invasiva por Hib (Istre y col., 1985; Istre, 1993).

Factores socioecondmicos: Varios factores socioecondmicos pudieran aumentar la

probabilidad de exposicion a la bacteria, entre ellos: gran nimero de contactos en la casa
(hermanos en edad escolar), hacinamiento, bajos ingresos familiares, escasa educacion de

los padres y el no acceso a la vacunacion (Istre y col., 1985; Vadheim, 1992; Istre, 1993).

Enfermedad subyacente: Ciertos trastornos hematologicos e inmunoldgicos aumentan el

riesgo de infeccion por Hib, incluyendo la infeccion por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), anemia de células falciformes, esplenectomia, sindromes de deficiencia de
anticuerpos y complemento, € inmunosupresion durante los periodos de quimioterapia

contra enfermedades malignas (CDC, 2003).

Infeccidn viral previa: Los virus respiratorios aumentan la susceptibilidad a la enfermedad

invasiva por Hib. Las infecciones respiratorias virales previas o concomitantes podrian
alterar la inmunidad de la mucosa o la flora bacteriana de las vias aéreas superiores y

aumentar temporalmente la susceptibilidad a la enfermedad (Takala, 1993; CDC, 2003).
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2.2.4. Comportamiento epidemico

La enfermedad invasiva por Hib parece presentar un patron de temporada bifasico. En
EUA, por ejemplo, la incidencia maxima ocurre en septiembre-diciembre y en marzo-
mayo, mientras que en Tailandia los picos maximos se producen en enero-marzo y
septiembre-diciembre. Se desconoce la razéon de este patron, pero se sugiere que pudiera
estar relacionado con las temporadas en que tienen lugar un mayor nimero de nacimientos,
o con aquellas en las que se incrementa la escolarizacion de los hermanos mayores y por

tanto, las probabilidades de introduccion del agente en la casa (Peltola, 2000).

2.3. Superficies microbianas de H. influenzae en relacion con la patogenicidad

En H. influenzae se han descrito algunos componentes y sustancias extracelulares que
juegan un importante papel en la patogenicidad. La virulencia de H. influenzae es
multifactorial e involucra: la produccion de factores antifagociticos (capsula), la adhesion
positiva de la bacteria a las células (pilis y proteinas de membrana externa), la
toxigenicidad (lipopolisacérido), la invasividad (proteinas de membrana externa), asi como

la predisposicion genética del hospedero y la funcionalidad de su sistema inmune.

2.3.1 La capsula de H. influenzae

Un gran niimero de especies de Haemophilus poseen capsula, pero esta es de particular
interés en H. influenzae, donde resulta vital en la patogenicidad, especificidad del serovar y
produccion de inmunidad. Los aislamientos de H. influenzae puede presentarse de dos
formas diferentes: capsulados y no capsulados. Estos ultimos son los predominantes en la
microbiota nasal y faringea, mientras que las formas capsuladas constituyen la principal
causa de infeccion invasiva, pero son las menos importantes en los portadores
nasofaringeos. Un estudio realizado por Takala y colaboradores en 1991, demostr6é que el
19% de los nifios finlandeses de 3 afios de edad constituian portadores de formas no
capsuladas y solo el 3.5% portaban en la orofaringe formas capsuladas del serotipo b. Otras
investigaciones sefialan que H. influenzae puede ser aislado a partir de exudados del oido
medio, entre el 10 y el 30% de los casos de otitis, pero solo el 10% de los aislamientos son

capsulados (Luotonen y col., 1981; Ruuskanen y Heikkinen, 1994; Xin-Xing y col., 2003).
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La capsula estd compuesta por polisacaridos cuya estructura condiciona la especificidad
seroldgica y define el serotipo. La composicion quimica del polisacarido capsular del
serotipo b ha sido bien estudiada y se conoce que es un polimero lineal de ribosa, ribitol y
fosfato, con un promedio de 300 unidades repetidas a lo largo de la cadena (Rodrigues y
col. 1971; Crisel y col., 1975). Su estructura estd estrechamente relacionada a la del
polisacarido capsular de Escherichia coli K100 y, aunque de forma mas distante, con la de
los tipos 6A y 6B de S. pneumoniae (Lagergard y Branefors, 1983; Tsui Fai-P y col. 1988).
Sin embargo, s6lo en el caso de E. coli K100 se describe reaccion con anticuerpos

especificos para Hib (Myerowitz y col., 1973; Schneerson y Robbins, 1975).

El tipo b es el mas comln en infecciones invasivas y se le asocia con un mayor potencial
patogénico, seguido por los tipos a, ¢ y d (Zwahlen y col., 1989). Las formas del tipo b
representan el 95% de los aislamientos a partir de meningitis (Shann, 1986; Weinberg y
col., 1989). La cantidad de polisacarido capsular producido varia y el incremento en la

produccién se reconoce como un mecanismo potencial de virulencia (Corn y col., 1993).

2.3.2. Anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib

De acuerdo con estudios realizados en diferentes areas geograficas, la media geométrica de
la concentracion (MGC) de anticuerpos especificos para el polisacarido capsular de Hib en
el suero de individuos adultos, oscila entre 1 y 2 pg/mL. Estos niveles se atribuyen a la
respuesta inmune que se produce como consecuencia de una colonizacién nasofaringea por
Hib y a la reaccion cruzada con otras bacterias (Schneerson y col., 1971; Peltola y col.,

1977; Kayhty y col., 1991).

En el caso de los nifios recién nacidos se conoce que estos reciben de la madre, a través de
la placenta, anticuerpos contra el polisacarido de Hib, pero que la concentracion disminuye
en los lactantes como consecuencia del incremento de la masa corporal y de la eliminacion
de los anticuerpos maternos, para los cuales se ha descrito una vida media de 46 dias (Sorva
y col., 1990; Sarvas y col. 1993). A los 4 meses de edad la MGC de anticuerpos se reduce

hasta representar el 10% de la observada al nacer, y a los 8 meses s6lo constituye el 1% de
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la concentracion inicial (Makela y col., 1995), permaneciendo baja hasta el segundo afio de
vida (Schneerson y col., 1971; Peltola y col., 1977; Kayhty y col., 1981 y 1984; Rijkers y
col., 1988; Trollfors y col., 1992).

2.3.3. El polisacarido capsular de Hib como inmundgeno

Los polisacaridos son el prototipo de antigenos independientes de células T (Ag IT), lo que
se refiere a su incapacidad para ser presentados a dichas células y auxiliarse de ellas para
desencadenar respuesta inmune; por lo tanto, ademds de realizar por si solos el
reconocimiento de las inmunoglobulinas de superficie de las células B, necesitan
estimularlas de forma especifica (Mosier y Subbarao, 1982; Stein, 1992). Unicamente las
células B maduras son capaces de responder frente al estimulo de los antigenos capsulares
bacterianos, reconocidos como antigenos Ag IT tipo 2. Solo después del segundo afio de

vida el sistema inmune del hombre adquiere esta capacidad (Howard, 1987; Gordon, 1991).

La respuesta frente a los Ag IT tiene otras importantes caracteristicas con implicaciones
directas para la respuesta ante una vacuna. Entre ellas se destaca la incapacidad de generar
memoria en las células T, lo que hace necesario la administracion de dosis de refuerzo. Por
otra parte, la respuesta frente a Ag IT generalmente se restringe a una clase u otra de
inmunoglobulinas. Algunos sélo inducen una respuesta dominante de IgM en ratones; sin
embargo, para otros, como es el caso del polisacarido capsular de Hib en el hombre, se
observa respuesta de anticuerpos del tipo IgM, IgG e IgA, con predominio de la IgG
(Kayhty y col., 1981; Makela y col., 1987).

La respuesta de isotipos de IgG es también restringida frente al antigeno capsular de Hib:
IgG3 en ratones e IgG2 en el hombre, aunque para este ultimo es posible encontrar
respuesta del tipo IgG1 (Makela O y col., 1987; Shackelford y col. 1987). De igual forma,
un alotipo especifico de IgG2 parece ser mas productivo que otros, y asi, individuos
homocigoéticos para el alelo G2m(23) producen mas IgG2 que los homocigoéticos para el
alelo negativo (Granoff y col., 1988; Sarvas y col., 1990). Existen ademas, algunos indicios

sobre que la respuesta de tipo IgG1 podria ser mas activa que la del tipo I1gG2, lo que
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resulta relevante para el caso de la infeccion invasiva en lactantes, pues la [gG2 se produce

solo después de los 2 afios de edad (Makela y col., 1995; Baggett y col., 2006).

2.4. ldentificacion de H. influenzae

Los aislamientos de H. influenzae se caracterizan por ser bacilos gramnegativos pequefios o
cocabacilos, que requieren factores de crecimiento X y V. Crecen en agar chocolate, pero
no en agar sangre de carnero, y tienen un olor picante a indol. Su presencia se detecta por
colonias aplastadas, opacas, entre incoloras y grises; el medio no presenta hemolisis ni
decoloracion aparente. Su identificacion en el laboratorio incluye la prueba de los
requerimientos de factores X y V y serotipificacion. En el Anexo 1 se presenta el diagrama
de flujo recomendado internacionalmente para la confirmacion de la identificacion de

H. influenzae (Perilla y col., 2003).

2.5. Métodos para medir la inmunidad frente a Hib

2.5.1. Radioinmunoensayo

El método clasico para la cuantificacion de anticuerpos para el polisacarido capsular de Hib

1125 y C14 y

se genera una curva estandar a partir de las diluciones seriadas de un suero de referencia

es el Radioinmunoensayo (RI). En este, el antigeno polisacaridico se marca con

(NIH, lote 1293, Department of Health and Human Services, National Institute of Health,
Maryland) al cual se asigna una concentracion de 70 pg/mL de anticuerpos para Hib. La
cantidad de radioactividad en el precipitado de la mezcla de ensayo de cada uno de los
sueros, se extrapola contra la radioactividad que se obtiene para la curva patréon y los
resultados se expresan en pg/mL (Robbins y col., 1973; Kuo y col., 1981). Es un método
muy reproducible pero con algunas limitaciones en la interpretacion, pues emplea un suero
estandar hiperinmune con elevada concentracion de anticuerpos de alta afinidad. Esto
conduce a que sueros con anticuerpos de baja afinidad requieran para precipitar igual
concentracion de antigeno, que sueros con alta concentracion. Esto es lo que explica las

diferencias observadas en los resultados obtenido por este método para un mismo suero,
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diluido y sin diluir, y cuando un suero es procesado en diferentes laboratorios (Steward y

Lew, 1985; Anderson y col., 1987; Edwards y col., 1987; Ward y col., 1988D).

2.5.2. Ensayos inmunoenzimaticos

Las investigaciones para el desarrollo de vacunas contra Hib hicieron evidente la necesidad
de métodos mas sencillos para la estimacion de la concentracion de anticuerpos. Los
ensayos inmunoenzimaticos tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), también
en este caso resultaron utiles y diversas modificaciones se han utilizado para la
determinacion y cuantificacion de anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib. El
ELISA permite la determinacion de anticuerpos de diferentes clases e isotipos, generando
una curva estandar a partir de un suero de referencia, contra la cual se extrapolan los
valores de absorbancia obtenidos para cada suero problema. Las concentraciones de
anticuerpos se expresan en pug/mL (Leinonen y Frasch, 1982; Sepala y col., 1984; Sutton y
col., 1985; Schreiber y col., 1986; Kayhty y col., 1988; Phipps y col., 1990).

2.5.3. Determinacion de la actividad funcional de los anticuerpos

La afinidad de los anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib es decisiva en su
funcion. Para su medicion se emplean métodos que tienen como base el RI y el ELISA,
pero que son engorrosos y dificilmente aplicables en grandes ensayos -clinicos
(Hetherington, 1988; Griswold y col., 1989; Amir y col., 1990; Hetherington y Rutkowski,
1990). Los métodos dirigidos a la determinacion de la actividad bactericida de los
anticuerpos anti-Hib reflejan mucho mejor que el RI la funcionalidad de estos, pero
tampoco revelan completamente su modo de accion in vivo. La observacion de que
alteraciones en los componentes de la cascada del complemento, necesarios para la
expresion de la actividad bactericida de los anticuerpos, no incrementan el riesgo de
infeccion invasiva por Hib, sugieren que otros mecanismos, como el de la
opsonofagocitosis, resultan mas importantes en la proteccion (Weiler y col., 1976; Deveikis
y col., 1988; Amir y col., 1990). Por otra parte, son dificiles de estandarizar, influyendo

significativamente en esto la fuente de complemento, quien constituye el elemento que
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condiciona las diferencias entre los resultados obtenidos para un mismo suero en diferentes

laboratorios, y por un mismo laboratorio en el tiempo (Makela y col., 1992).

La funcionalidad de los anticuerpos anti-Hib se puede estudiar ademds en modelos
animales, ensayos que consumen muchos mds tiempo pero que resultan tutiles para la
demostracion de los principios basicos de proteccion in vivo. La infeccion puede ser
reproducida en ratas a través de la inoculacion intraperitoneal o intranasal de la bacteria. A
través de este modelo animal se pudo demostrar que una concentracion de 0.05 pg/mL de
anticuerpos humanos protegen de una meningitis y/o bacteremia a las ratas, asi como que
una concentraciéon mayor de 7 pg/mL parece ser necesaria para prevenir la colonizacion

nasofaringea (Moxon y col., 1974; Ambrosino y col., 1983; Kauppi y col., 1993).

2.5.4. Concentracion de anticuerpos anti-Hib protectores

La enfermedad invasiva por Hib es sumamente rara en adultos lo que sugiere que la
concentracion de anticuerpos presentes en el suero de estos resulta protectora. El rango de
0.04-0.1pg/mL se consider6 como protector en un estudio realizado por Robbins y
colaboradores en 1973, en el que el 95% de los individuos tenian niveles de anticuerpos
mayores a 0.04 pg/mL. En 1977, Makela y colaboradores, en otra serie de individuos
adultos, encontraron que la concentracion de anticuerpos excedia los 0.15 pg/mL en todos

los sueros y adoptaron esta cifra como valor conservador relacionado con la proteccion.

El andlisis de la relacion entre concentracion de anticuerpos anti-Hib y la susceptibilidad a
la infeccion por Hib en lactantes, necesita otro enfoque. Los niveles de anticuerpos
transferidos de la madre declinan con el tiempo, de modo que la concentracion que se
observa cuando comienza a presentarse la enfermedad invasiva por Hib (edad del lactante),
podria indicar el nivel de anticuerpos necesarios para conferir proteccion (Murphy, 2001;

CDC, 2003).

En Finlandia, antes del impacto de la vacunacion, ese momento se identifico entre los 4 y 6

meses de edad, cuando la concentracion media inicial de anticuerpos anti-Hib en los recién
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nacidos (0.33 pg/mL) declind a 0.03 pg/mL. En ese momento el 10% de los lactantes
tenian niveles de 0.15 pg/mL y en un 20% se demostr6é una concentracion de 0.07 pg/mL
(Kayhty y col., 1991 y 1992). En cambio, en un estudio en Alaska, se demostré que los
casos de infeccion invasiva por Hib comenzaban a presentarse a los 2 meses de edad,
cuando atn la concentracion media de anticuerpos en los recién nacidos era de 0.3 pg/mL.
Este hallazgo hizo pensar que una mayor concentracion parecia ser necesaria para prevenir
la enfermedad invasiva en Alaska, pero el hecho de que las determinaciones no fueran

realizadas en el mismo laboratorio reduce el valor de esta hipdtesis (Ward y col., 1981).

Otros trabajos, dirigidos por Anderson en 1984 y Kaythy y Makela en ese mismo afio, para
determinar la proteccion conferida por la vacunacion contra Hib en lactantes y nifios
mayores, indicaron que: una concentracion de anticuerpos > 1 pg/mL predice proteccion
para la enfermedad durante uno o dos afios después de la vacunacion, y que como la
concentracion de anticuerpos inducidos por la vacunaciéon disminuye rapidamente, los

valores de esta hacia el final del primer afio suelen oscilar alrededor de 0.15 pg/mL.

El estimado mas directo de la eficacia de los anticuerpos anti-Hib procede de un estudio
llevado a cabo en una reserva de indios apaches, en los que se evalud la inmunoprofilaxis
con un preparado de inmunoglobulinas rico en anticuerpos para el polisacarido de Hib. A
los 2 meses de edad los lactantes recibieron 0.5 mL del preparado o de solucion salina,
segun correspondiera al grupo de estudio al que habian sido asignados. Pasados tres meses
se observo un incremento de la proteccion frente a la enfermedad invasiva, pero tanto en el
grupo placebo como en el favorecido con el preparado de inmunoglobulinas, se registraron
mas tarde igual numero de episodios infecciosos por Hib. Tomando en cuenta la vida media
calculada para las inmunoglobulinas en este preparado (31 dias) y su concentracion en el
suero de los lactantes incluidos en el estudio, el nivel de anticuerpos protectores se estimé

entre 0.05-0.15 pg/mL (Ambrosino y col., 1986; Santosham y col., 1987).

Todo lo discutido en este acéapite parte de la base de que la proteccion para la enfermedad
invasiva por Hib es s6lo mediada por anticuerpos y que el papel que juega la inmunidad

celular es insignificante, teniendo como fundamento para esta consideracion que el
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antigeno capsular de Hib es un Ag IT. Sin embargo, el acercamiento a este tema es
diferente cuando el caracter del antigeno es alterado por su conjugacion a una proteina y

este adquiere la capacidad de estimular a las células T.

2.6. Vacunas polisacaridicas contra Hib

Durante la década de 1970 el conocimiento de la repercusion de la enfermedad invasiva por
H. influenzae, del predominio del serotipo b como agente etiologico y de la ausencia de
anticuerpos anti-Hib en las edades mas susceptibles a la infeccion, indujeron a
investigadores de Finlandia y EUA a comenzar a explorar la posibilidad de desarrollar una
vacuna contra Hib basada en su polisacarido capsular (Robbins y col., 1973; Rodrigues,
1971; Anderson y col., 1972 y 1977). Los trabajos iniciales estuvieron inspirados en los
exitosos avances alcanzados en el desarrollo de una vacuna antimeningocdcica utilizando el
mismo principio (Kayhty, 1998) y condujeron a importantes conclusiones, entre las que se
destacaban: 1-) la vacuna polisacaridica conferia proteccion; 2-) la respuesta inmune y la
eficacia eran dependientes de la edad; 3-) tendria que ser estimada la concentracion de
anticuerpos anti-Hib capaz de conferir proteccion; 4-) la aplicacion de una dosis de
refuerzo, 18 meses después, no produjo el efecto “booster” deseado, lo que sugirid

tolerancia inmunoldgica (Peltola y col., 1977; Kayhty y col., 1984).

Durante la década de 1980 la vacuna polisacaridica se licenciéo en EUA para nifios > 2 afios,
pero se aceptd como la edad limite los 18 meses, atendiendo al alto riesgo de enfermedad
invasiva (Cochi y Broome, 1986). La vacuna se utilizd6 ampliamente para la inmunizacion
de ninos atendidos en guarderias y millones de dosis se vendieron en muy pocos afos,
quedando demostrado que resultaba segura. (Cochi y col., 1986; Milstien y col., 1987;
Adams y col., 1993). También la variabilidad en la eficacia se puso de manifiesto, pues en
algunas regiones la incidencia de la enfermedad fue significativamente menor entre los
nifios vacunados, pero en otras, por ejemplo en Minnesota, se presentaron mas casos de
enfermedad por Hib entre los nifios que recibieron la vacuna (Shapiro y col., 1988; Black y
col., 1988; Harrison y col., 1988 y 1989). Multiples factores parecen haber intervenido en

la baja eficacia, entre los que se podrian incluir: una baja respuesta de anticuerpos (no
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demostrado), baja inmunogenicidad de los lotes de vacuna (no demostrado) y mayor
exposicion de los nifios a la infeccion (tampoco demostrado, pero muy aplicable a los nifios
atendidos en guarderias, poblacion a la que fundamentalmente estuvo dirigida esta vacuna

en EUA) (Makela y col., 1995).

2.6.1. Incremento de la respuesta inmune frente a vacunas polisacaridicas contra Hib

Con el objetivo de incrementar la respuesta inmune generada por las vacunas
polisacaridicas contra Hib, los intentos iniciales estuvieron encaminados al uso de
adyuvantes. El gel de alimina fue el primero que se probod, pero con ¢l no se logrd
incrementar la respuesta de anticuerpos (Robbins y col.,, 1973). Las investigaciones
siguientes estuvieron dirigidas a evaluar el empleo de bacterias enteras, tales como
Bordetella pertussis, usada en otras vacunas de la infancia como la DPT (difteria, tétanos,
tos ferina). Las primeras experiencias consistieron en mezclar las vacunas polisacaridicas
de Hib con la DPT en el momento de la inoculacion, con lo que se logrd una estimulacion
de la respuesta inmune en ensayos realizados en nifios menores de un afio (King y col.,
1981). Estudios posteriores no condujeron siempre a los mismos resultados, por lo que se
concluy6 que la estrategia de la inoculacion conjunta no resultaba util para ser aplicada en

lactantes (Moxon y col., 1975; Ambrosino y col., 1985; Kayhty y col., 1987).

El siguiente enfoque estuvo dirigido a comprobar el efecto de la adsorcion del polisacarido
capsular de Hib a proteinas, con la intencion de aumentar la capacidad de estimular las
células T en el preparado vacunal resultante. Se us6 entonces la albimina de suero bovino
(ASB) pero como no se observo un incremento de la respuesta inmune cuando se inoculo el
preparado a ratones y conejos, no se investigd el efecto de esta combinacion en ensayos

clinicos en humanos (Schneerson y col., 1982).

Finalmente se ensay6 la variante de acoplar covalentemente el polisacarido capsular de Hib
a una proteina “carrier”, estrategia utilizada con éxito durante décadas para hacer mas
inmunogénicas a pequefias moléculas (haptenos) (Goebel y Avery, 1929; Svenson y

Lindberg, 1978). Esta variante mostrd que el conjugado obtenido resultaba inmunogénico y
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generaba una respuesta secundaria apropiada en estudios en animales, sin embargo, no se

investigd en humanos.

2.7. Vacunas conjugadas contra Hib

Los datos proporcionados por los ensayos en los que se acoplo el polisacarido capsular de
Hib a ASB y a proteinas “carrier” mostraron que la conjugacion era técnicamente posible y
que transformaba al polisacarido en un antigeno dependiente de células T (Ag DT). Las
investigaciones se encaminaron entonces al desarrollo de ensayos clinicos en lactantes cuya
aprobacion no resultd facil en un principio pues se trataba de un tipo de vacuna sin
antecedentes. Para facilitar su aceptacion se considerd emplear como “carrier” a una vacuna
bien conocida, de forma que el primer candidato fue el polisacarido capsular de Hib
conjugado al toxoide diftérico (Granoff y col., 1984; Lepow y col., 1984; Eskola y col.,
1985; Kayhty y col., 1987).

Las vacunas conjugadas que actualmente se comercializan difieren fundamentalmente en el
tipo de proteina “carrier” usada por cada fabricante. Ademas del toxoide diftérico (D), se
han empleado: una mutante no téxica de la toxina diftérica a la que se ha denominado
CRM197, la toxina tetanica (T) y proteinas de la membrana externa de N. meningitidis
(OMP). Los correspondientes conjugados son conocidos como PRP-D, HbOC, PRP-T y
PRP-OMP (Kayhty y col., 1991; Anderson, 1983; Lepow y col., 1984; Carlsson y col.,
1994; Claesson y col., 1989; Einhorn y col., 1986). La conjugacion introduce una
estructura artificial entre el polisacarido y la proteina “carrier” que puede ser corta como en
el caso de las vacunas del tipo HbOC, mediana como sucede para las vacunas del tipo PRP-
T y PRP-D, o més larga como en el caso de las conjugadas a OMP. La relacion

proteina/polisacarido es regularmente similar (Dick y Beurret, 1989).

2.7.1. Respuesta inmune para las vacunas conjugadas contra Hib

Los ensayos en adultos y en nifios de 2 afios de edad con vacunas conjugadas contra Hib,

demostraron que eran seguras € inmunogénicas, pero que la respuesta de anticuerpos
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obtenida no era sustancialmente superior (Pincus y col. 1982; Granoff y col., 1984; Lepow
y col., 1984; Schneerson y col., 1986; Shapiro y col., 1989; Holmes y col., 1991; Rothstein
y col. 1991b; Kayhty y col., 1991). La concentraciéon de IgG lograda no fue mayor a la
observada con vacunas polisacaridicas y la interpretacion de estos datos se tornaba
complicada dada la presencia previa de anticuerpos contra Hib en el suero de los vacunados

(Makelay col., 1987; Kayhty y col., 1988; Holmes y col., 1991).

Los estudios en lactantes se materializaron hacia 1985-1986 y con ellos se observd un
significativo incremento de la concentracion de anticuerpos un mes después de la tercera
dosis y luego de una dosis de refuerzo (un afio después). Se demostré que las vacunas
contra Hib se comportaban entonces como Ag DT y mas importante alin: que eran capaces
de inducir en lactantes anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib (Anderson y col.,
1985a; Eskola y col., 1985 y 1990; Einhorn y col., 1986; Insel y Anderson, 1986; Kayhty y
col., 1989; Parke y col., 1991; Decker y col., 1993).

La respuesta inmune inducida por las vacunas conjugadas se ha estudiado en detalles y hoy
se conoce que se producen fundamentalmente anticuerpos de los isotipos IgG1 e IgG2, que
la proporcion de IgGl es mayor a la observada a cuando se inmuniza con vacunas
polisacaridicas, e incluso superior para vacunas del tipo HbOC que para vacunas PRP-D
(Makela y col., 1987; Kayhty y col., 1988; Holmes y col., 1991; Turner y col., 1991;
Jelonek y col., 1993).

A las vacunas conjugadas se les atribuye una respuesta de anticuerpos de mayor avidez,
pero el grado de esta varia. A las del tipo PRP-OMP se les relaciona con una menor avidez,
lo que se asocia a la capacidad de estas para inducir respuesta de anticuerpos desde la
primera dosis, fendmeno que sugiere una estimulacion directa de las células B y por
consiguiente una dependencia inferior de las células T (Schlesinger y col., 1992; Donnelly

y col., 1990; Granoff'y col., 1993ay b).

Son diversos también los estudios llevados a cabo con el objetivo de estimar la

inmunogenicidad de las vacunas conjugadas en circunstancias especiales, con los que ha
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sido posible demostrar que resultan utiles para la inmunizacion de lactantes de diferentes
grupos étnicos (Ward y col., 1988a; Campbell y col., 1990; Santosham y col., 1991;
Ferreccio y col.,, 1991; Reid y col.,, 1993; Bulkow y col., 1993), asi como para la
inmunizacién de nifios con leucemia e infecciones recurrentes (Claesson y col., 1984; Barra
y col., 1992; Schneider y col., 1990). En uno de estos estudios se hizo evidente que
lactantes prematuros con enfermedad crénica pulmonar respondian mejor a la vacunacion
con PRP-OMP (Washburn y col., 1993). Otro ejemplo, lo constituye el estudio en
individuos adultos infectados con el VIH, en el que se demostrd una respuesta positiva

frente a la vacunacion con HbOC (Steinhoff'y col., 1991).

2.7.2. Proteccién conferida por las vacunas conjugadas contra Hib

Los niveles de anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib alcanzados durante los
primeros ensayos clinicos con vacunas conjugadas, no fueron muy altos. El 70% de los
lactantes de 7 meses de edad incluidos en estudios realizados en Finlandia tenian una
concentracion > 0.15 pg/mL y s6lo en el 40% de ellos se observaron valores superiores a
1 pg/mL, luego de tres dosis de una vacuna del tipo PRP-D. Considerando 1 pg/mL, como
la concentracion de anticuerpos minima para conferir proteccion frente a la enfermedad
invasiva por Hib a largo plazo, se pronosticaba entonces que la vacuna sdlo protegeria al
40% de los lactantes vacunados, pero se esperaba que tuviera lugar en los nifios
inmunizados una rapida y fuerte respuesta de memoria cuando se produjera el
enfrentamiento natural a la bacteria durante la etapa de colonizacion. Finalmente, un ensayo
clinico de eficacia demostré que el 90% de los nifios vacunados resultaban protegidos y que
la proteccion se extendia al 100% luego de la dosis de refuerzo, entre los 14 y 18 meses de

edad (Eskolay col., 1985y 1990).

En cambio, en un estudio similar desarrollado en Alaska con el mismo tipo de vacuna
conjugada (PRP-D), se estim6 una eficacia de solo el 35%. Se descartaron diferencias en la
composicion de los lotes de vacuna utilizados en los dos estudios (Ward y col., 1990) y una
posible explicacion a tan bajo nivel de proteccion se encontrd en el hecho de que la cohorte

de lactantes se vacund a una menor edad (6 semanas). Se conoce que altas concentraciones
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de anticuerpos obtenidos de forma pasiva interfieren con la respuesta en lactantes luego de
la vacunacion. La influencia de tal interferencia puede haberse intensificado dada la alta
prevalencia de anticuerpos reportada para las mujeres en esta region (Ward y col., 1981;
Sarvas y col., 1992; Barington y col., 1994). No obstante, la causa mas importante es quizas
la alta incidencia de la infeccion invasiva por Hib en las etapas mas temprana de la vida, lo
que hace suponer la necesidad de una mayor concentracion de anticuerpos en el suero de
los lactantes para prevenir la enfermedad. De acuerdo con esto, la vacuna PRP-D resulté
eficaz en las circunstancias de baja incidencia de la enfermedad descritas para Finlandia,
pero no para la proteccion de una poblacion sujeta a un mayor riesgo. Otras vacunas
conjugadas inducen mejor respuesta en poblaciones con una incidencia mayor (Anderson y

col., 1985ay b; Kayhty y col., 1989 y 1991; Parke y col., 1991).

Estudios comparativos entre lactantes caucédsicos en EUA y Finlandia muestran por
ejemplo, que una serie primaria de inmunizacion con HbOC o PRP-T conduce a
concentraciones de anticuerpos anti-capsulares mayores que los alcanzados con PRP-OMP,
muy superiores a los generados por la inmunizacion con PRP-D (Kayhty y col., 1991;
Turner y col., 1991; Granoff y col., 1992; Decker y col. 1992; Jelonek y col., 1993). Los
resultados de estos estudios han sido ampliamente corroborados, aunque no todas las
comparaciones han sido realizadas, pues por razones éticas, no se admite la inclusion de
grupos placebos (Booy y col., 1992a y b; Vadheim y col., 1993; Eskola y col., 1992; Peltola
y col., 1994).

Otros ensayos clinicos, llevados a cabo en California entre indios navajos, demostraron
para las vacunas conjugadas del tipo HbOC y PRP-OMP un 100% y un 95% de eficacia,
respectivamente (Santosham y col., 1991; Black y col., 1991a). Para la vacuna PRP-OMP
estos estudios fueron importantes en dos direcciones: mostraron su capacidad para conferir
proteccion desde la primera dosis y que la respuesta se obtuvo en una poblacion en un
riesgo a la infeccion comparable al descrito para Alaska. Esto la sefald como altamente
inmunogénica y a ser tomada en consideracion para administrarla a poblaciones con una

alta incidencia (Eskola y col., 1992; Booy y col., 1992a y b; Vadheim y col., 1993).
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2.8. Las vacunas conjugadas contra Hib en el Programa de Vacunacion Infantil

Las vacunas conjugadas contra Hib fueron rapidamente aceptadas e introducidas en los
programas nacionales de inmunizacion. En EUA Ia primera accion al respecto consistio en
sustituir la vacuna polisacaridica que habia sido recomendada para todos los nifios en edad
preescolar. El primer conjugado disponible fue la vacuna tipo PRP-D y la experiencia
ganada con su empleo proporciond elementos para su licenciamiento en 1987. Un afio
después fue también aprobada la vacuna HbOC y en 1989 fue licenciada la PRP-OMP. Las
vacunas PRP-D y HbOC fueron recomendadas para la vacunacion de todos los nifios a
partir de los 18 meses de edad, y la PRP-OMP para nifios mayores de 15 meses (Pickering,

1988; American Academy of Pediatrics, Committee on Infectious Diseases, 1989).

Entre 1988 y 1990 cerca de 10 millones de dosis de vacuna conjugada contra Hib fueron
distribuidas en EUA y la eficacia para estas se estimo alrededor del 80% (Wegner y col.,
1991; Greenberg y col., 1991; Loughlin y col.,, 1992). En los tres afios siguientes se
observo disminucion de la incidencia de las meningitis por Hib y un hallazgo sorprendente
lo constituy6 el hecho de que esto no se restringia a los nifios del grupo de edad favorecido
por la vacunacion, lo que sugiri6 la posibilidad del desarrollo de proteccion colectiva
(Adams y col., 1993; Murphy y col., 1993a y b; Frasch y col., 1991). Las evidencia
presentadas por Takala y colaboradores en 1991, sobre la reduccion del estado de portador

nasofaringeo de Hib en los nifios vacunados, también apoyan esta hipotesis.

En 1988-1989, en Finlandia, se ejecutaron los primeros ensayos clinicos para comparar la
eficacia en lactantes de las vacunas conjugadas contra Hib del tipo PRP-D, HbOC y PRP-T.
Durante estos se observaron pocos fallos vacunales luego de la serie primaria de
inmunizaciones y no se reportd ninguno después de la dosis de refuerzo (Eskola y col.,
1992; Peltola y col., 1994). La eficacia de estas vacunas se consider6 alta, lo que se
reafirm6 con la rapida disminucion en la incidencia de la enfermedad: sdlo 2 casos de
infeccion invasiva en menores de 4 afios de edad en 1991, contra 120-180 casos registrados
en los afos previos a la vacunacion (Eskola y col., 1992). Estos estudios indicaron también

que otras formas de la enfermedad invasiva por Hib podian ser prevenidos con la
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vacunacion, como es el caso de la epiglotitis (Takala y col., 1994a).

2.8.1. Empleo de las vacunas conjugadas contra Hib junto a otras vacunas

Se describe un corto periodo de riesgo (pocos dias) luego de la administracion de las
vacunas conjugadas contra Hib, en los que se incrementa la susceptibilidad a la bacteria
(Daum y col., 1989 y 1991; Ruben y Condon, 1993) y durante los que se puede encontrar
antigeno en la orina de los vacunados (Rothstein y col., 1991a; Goepp y col., 1992). Sin
embargo, millones de lactantes han sido beneficiados con ellas hasta la fecha y las
reacciones adversas observadas son pocas (Eskola y col., 1990; Vadheim y col., 1990;
Madore y col., 1990a y b; Yogev y col., 1990; Black y col., 1991a,b y 1993; Kovel y col.,
1992).

Las vacunas conjugadas contra Hib pueden ser administradas junto a la DPT sin afectar la
respuesta inmune (Claesson y col., 1989; Ferreccio y col, 1991; Watemberg y col., 1991;
Clemens, 1992; Fritzell y Blotkin, 1992; Black y col., 1993; Avendano y col., 1993;
Carlsson y col, 1994). El toxoide tetanico o el toxoide diftérico, componentes de la DPT,
actuan como proteinas “carriers” que contribuyen a aumentar el caracter de Ag DT de las
vacunas PRP-T, PRP-D y HbOC (Schneerson y col., 1984; Kayhty y col., 1991; Granoff y
col., 1993a; Carlsson y col, 1994). La inmunizacion contra Hib puede hacerse coincidir
también con otras vacunas, como por ejemplo la triple viral contra rubéola, sarampion y

parotiditis (Dashefsky B y col., 1990; CDC, 2008a; Rizzo, 2008).

2.9. Costo y beneficios de la vacunacion contra Hib

Luego de que las autoridades médicas recomendaran el empleo de las vacunas conjugadas
contra Hib en los lactantes, cobré importancia el analisis de la relacion costo-beneficios. En
un informe publicado por Clements y colaboradores en 1993, basado en datos provenientes
de cinco paises industrializados, incluyendo a EUA, se hace una reflexion sobre como se
esperaba que influyera la vacunacion en el numero de vidas salvadas, secuelas prevenidas y

en la disminucion de los costos por atencion médica. En este informe se estimaba que por
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cada 10 000 lactantes, se evitarian anualmente 0.65 muertes y 2.9 casos de secuelas leves o
moderadas, ademas de evitar el gasto de 0.2-0.8 millones de dolares por afio, por concepto
de tratamiento y atencion de casos graves. Para arribar a tales estimados se partia del
supuesto de que se lograra una cobertura de vacunacion del 95% de los lactantes y de que

una dosis de refuerzo fuera administrada en el segundo afio de vida.

Actualmente se estima que para la compra de las tres dosis necesarias para vacunar 100 000
lactantes se necesitan cada ano 0.4 millones de ddlares. Aunque el monto puede ser menor
si se compran un gran numero de dosis, el precio de una sola dosis constituye aun un
verdadero obstaculo para la inclusion de la vacunacion contra Hib en el programa de
inmunizacién de los paises en desarrollo (CDC, 1999). El costo actual de una vacuna
combinada, que incluya la de Hib entre otras, se ha elevado a 3.60 $US por dosis, incluso
para los paises con derecho a financiamiento de la GAVI (Bennett, 2006). A los precios
actuales en los paises industrializados, tres dosis de vacuna conjugada anti-Hib cuestan 15
veces mas que el conjunto de las seis vacunas basicas del programa de vacunacion infantil

(a los precios descontados ofrecidos por la UNICEF) (Garcia y col., 2002).

Un estudio realizado en Chile concluyo, que la balanza costo-beneficios se inclinaba hacia
estos ultimos si se lograba reducir el costo de las tres dosis necesarias, hasta un precio entre
1 y 3 ddlares (Levine y col., 1993). Una solucion para lograr esto, apunta al desarrollo de
nuevas vacunas conjugadas o hacia la produccion local en los propios paises en desarrollo,
pero ambas alternativas se dificultan como consecuencia de la alta tecnologia involucrada

en la produccion (Clemens y col., 2003).

Otra via consiste en la reducciéon del volumen al aplicar una dosis de vacuna. En este
sentido se destacan los trabajos dirigidos a demostrar que una dosis diluida 10 veces en la
vacuna DPT, es igualmente inmunogénica y segura (Mark y col., 2002). Con este mismo
enfoque, otros estudios demostraron que la administracion de la mitad o la tercera parte de
una dosis, constituye un régimen de vacunacion mucho mas econdmico, que confiere

niveles adecuados de anticuerpos protectores (Lagos y col., 1998; Fernandez y col., 2000).
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2.10. Reduccion del estado de portador nasofaringeo de Hib

La reduccion del estado de portador nasofaringeo fue un sorprendente e importante
hallazgo asociado al uso de las vacunas conjugadas contra Hib, porque se habia estudiado
este aspecto al emplear las vacunas polisacaridicas contra neumococo y meningococo y no
se habia demostrado que tuvieran potencial para ello. La capsula no se reconocia como una
estructura que mediara en la union de la bacteria a las células de las mucosas. Para el caso
de Hib se habian descrito las fimbrias como los organelos involucrados en esta union
(Peltola y col., 1977; Greenwood y col., 1978; Herva, 1980, van Alphen y col., 1988,
Makela y col., 1992, Murphy y col., 1993a; Mohle-Boetani y col., 1993; Takala y col.,
1994b).

Para encontrar explicacion a este hallazgo se hicieron experimentos en ratas, en las que se
pudo prevenir la colonizacion por Hib a través de la inoculacidon previa (intranasal o
intraperitoneal) del suero de lactantes inmunizados y anticuerpos monoclonales contra el
polisacérido capsular de Hib del tipo IgA e IgG (Kauppi M y col., 1993). De acuerdo con lo
concluido por Challacombe y colaboradores (1978) en un estudio anterior, una fraccion de
la IgG presente en el suero trasciende hacia la superficie de las mucosas del tracto
respiratorio, donde impide entonces la colonizaciéon. La forma en que esto ocurre no es
completamente conocida, aunque se propone que pueda tener lugar una unidon en la que

intervienen mecanismos bactericidas y de opsonofagocitosis.

La disminucion del estado de portador es una consecuencia que se manifiesta luego de la
aplicacion de la dosis de refuerzo pues una alta concentracion de anticuerpos parece ser
necesaria para prevenir la colonizacion, mayor que la concentracion que se requiere para
prevenir la infeccion invasiva (Takala y col., 1991). No esta dilucidado el papel potencial
de la produccion de anticuerpos anti-Hib a nivel de las mucosas como respuesta a la
vacunacion, pero se piensa que esta pueda ser de corta duracion (Gilsdorf y McDonnell,
1991). No obstante, esta claro que el efecto de las vacunas conjugadas en la erradicacion
del estado de portador tiene importantes implicaciones en la transmision de la bacteria, que

conllevan a un estado de proteccion colectiva con el que resultan beneficiados también los
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individuos no vacunados (Anderson y May, 1985; Anderson, 1992; Makela y col., 1995;
Yash, 2004).

2.11. Impacto de la vacunacién en la epidemiologia de Hib

El efecto primario de las vacunas conjugadas contra Hib es la prevencion de la enfermedad
invasiva, lo cual se alcanza a través de la induccion de niveles moderados de anticuerpos
anti-Hib. Para asegurar una adecuada concentracion de estos por un largo periodo, tomando
en consideracion las diferencias individuales para responder ante la inmunizacion, las
vacunas deben ser capaces de generar MGC de anticuerpos muy superiores a los niveles
minimos requeridos para conferir proteccion. A esto contribuye notablemente la respuesta
de memoria generada por este tipo de vacunas (Peltola 2000). El hecho de que las vacunas
conjugadas contra Hib sean ademas capaces de prevenir la colonizaciéon y por consiguiente
de reducir el estado de portador nasofaringeo, obviamente proporciona un beneficio
adicional reconocido como proteccion colectiva (Yash, 2004). Esta juega un papel
significativo en la prevencion de infecciones que se transmiten de persona a persona, como

en este caso (Anderson y May, 1985; Anderson, 1992; Garpenholt y col, 2000).

Otra posible consecuencia, podria ser la ocurrencia de cambios en las propiedades
antigénicas de la capsula. Sin embargo, como la informacién genética que determina la
estructura polisacaridica excluye la posibilidad de cambios en esta, se piensa que lo que
podria esperarse es un reemplazamiento del tipo capsular b por otros, como por ejemplo, el
tipo a, y se sugiere que esto podria suceder por intercambio genético entre cepas (Kroll y

col., 1991; Millar y col., 2005; Gabastou y col. 2008).

El uso extendido de las vacunas conjugadas contra Hib hace prever la posibilidad de la
erradicacion de la enfermedad invasiva por este agente pues no existe otro reservorio
natural. Para deducir el efecto en este sentido, se han desarrollado modelos matematicos
para cuya aplicacion deben tomarse en consideracion los distintos modos e intensidad de
transmision de la bacteria en diferentes circunstancias socioecondémicas. Un estudio de este

tipo concluyo, que en ausencia de nuevos casos de infeccion o de portadores nasofaringeos,
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en 10 afios, el 57 % de la poblacion no vacunada podria tornarse susceptible a la infeccion
invasiva. Tal suposicién parte de una aproximacion teorica para la cual atin no se ha
descrito un escenario real (Leino y col., 2000). Las interrogantes claves serian: ;La
exposicion natural a otras bacterias con estructura antigénica similar a Hib podria inducir

anticuerpos capaces de conferir proteccion? ;Por cuanto tiempo persistiria esta?

2.11.1. Fallos vacunales

Aunque la enfermedad por Hib se produce en nifios demasiado pequefios para que hayan
recibido las dosis completas de vacunacion, ocurren casos de verdaderos fallos vacunales
que pueden estar relacionados con aspectos inherentes a la vacuna o del huésped. En este
ultimo caso se reconocen algunos factores predisponentes como son la prematuridad y la

inmunodeficiecia, entre otros (Peltola 2000).

A pesar de que las vacunas conjugadas contra Hib son altamente efectivas en la proteccion,
el incrementado de los reportes de casos de enfermedad invasiva en nifios vacunados
(Pushparajah y col., 2003; Garner y Weston, 2003; Cruces y col., 2006), atribuibles a
factores inherentes a estas pudieran responder a: el descenso de las tasas de cobertura
vacunal y por tanto, de la proteccion colectiva, junto al aumento de la circulacion de cepas
de Hib en portadores y la reintroduccion de cepas procedentes de adultos o nifios no
vacunados (Pushparajah y col., 2003; Steinhoff y Goldblatt, 2003). En cambio, los fallos
vacunales no parecen asociarse a ninguna marca o lote especifico de vacuna (Mc Vermont

y col., 2003).

En el Reino Unido, por ejemplo, se investigd la posibilidad de que estos pudieran estar
relacionados con el hecho de que s6lo se administraban dosis de la vacuna contra Hib a los
2,4y 6 meses de vida, pues no parecia necesario una dosis de refuerzo, considerando el
excelente sistema de vigilancia epidemioldgica del pais (McVernont y Heath, 2003). Esta
decision se revoco recientemente y se adopto la estrategia de aplicar una dosis a todos los

nifios entre 6 meses y 4 aflos de edad (Trotter y col., 2003; Heath, 2003).
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Por otra parte, en los ultimos afnos se ha administrado masivamente la vacuna contra Hib
combinada con difteria, tétanos y B. pertussis acelular, que produce niveles de anticuerpos
menores que con otras combinaciones, por lo que es logico suponer que la eficacia vacunal
sea menor y la proteccion menos duradera. Esto, unido a la no administracion de la dosis de
refuerzo, podria explicar el aumento de los fallos vacunales. Sin embargo, en Holanda,
donde se ha seguido utilizando la vacuna combinada con B. pertussis celular completa, con
dosis de refuerzo incluida, también se informa un aumento de estos casos por razones hasta
ahora no esclarecidas. Se especula que pudieran estar relacionados con la disminucion en la
avidez de los anticuerpos y de la concentracion de IgG2 en el suero de los individuos en los
que se han presentado los fallos, sugiriendo que la vacunacion no indujo una adecuada

respuesta inmune (Breukels y col., 2002; Aracil y Campos, 2003).

Ante el incremento de los fallos vacunales, las autoridades sanitarias de algunos paises se
cuestionan también, si la aplicacion de la vacuna pentavalente (que protege contra la
hepatitis B, Hib, difteria, el tétano y la tos ferina), es realmente una mejor opcion para la

proteccion (Espinosa, 2001).

Aunque no existen evidencias de que esta situacion se generalice, la situacion clinica y
epidemioldgica alerta a microbidlogos y pediatras y aconseja un estudio completo de las
cepas de Hib aisladas de LCR y sangre (Meissner y col., 2002; Aracil y Campos, 2003;
CDC, 2008b).

2.12. Recomendaciones de la OMS para la vacunacion contra Hib

Desde 1998 la OMS recomienda la inclusion de una vacuna conjugada contra Hib en los
programas de inmunizacién de lactantes, en todos los paises en los que los recursos
permitan su uso y la carga de morbilidad haya sido establecida. Se proponen dos
estrategias: la inmunizacion de todos los lactantes y la vacunacion de actualizacion en nifios

mayores (WHO, 1998).

La proteccion de los lactantes constituye la prioridad fundamental y es una estrategia
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efectiva independientemente del area geografica. Los nifios mayores de 12 meses pueden
también quedar protegidos con una dosis de vacuna conjugada, pero el Fondo Mundial para
Vacunas no ofrece financiamiento para la compra de vacunas dirigidas a la actualizacion
inmunitaria. No obstante, algunos paises deciden llevar a cabo campafias unicas de
vacunacion de todos lo nifios entre 1 y 5 afios con una sola dosis, estrategia que puede
ofrecer cierta proteccion pero que s6lo se puede acometer si no afecta los recursos
destinados a la inmunizacion de lactantes. La actualizacién inmunitaria es una opcion que
permite conseguir una reduccion mas inmediata del numero de casos de enfermedad

invasiva por Hib, pero es costosa y mas dificilmente viable (WHO, 1998).

2.13. Incidencia de la enfermedad invasiva por Hib en Cuba e introduccion de la

vacunacion

En Cuba, las meningitis bacterianas se han considerado enfermedades de declaracion
obligatoria desde 1961 y en los informes estadisticos se consigna el agente causante cuando
se identifica; en caso contrario, se notifica como una meningitis bacteriana sin aislamiento.
Este sistema de vigilancia reportd, entre 1994 y 1998, un promedio anual de 59 casos de
enfermedad invasiva por Hib en menores de un afio y 64 casos en nifios entre 1 y 4 afios de
edad, con tasas de incidencia entre 32.2 y 44/100 000 habitantes y 7.2 y 12.9/100 000
habitantes, respectivamente (Ministerio de Salud Publica de Cuba, 1998).

Como Hib se erigio el principal patdogeno causante de meningoencefalitis bacteriana en
nifios menores de 5 afos de edad, la vacunacion se introdujo en el Programa Nacional de
Inmunizacion (PNI) en 1999 (Llanes y col., 1997; Tamargo y col., 1999 y 2003). La
estrategia seguida consistié en vacunar durante ese afio a todos los nacidos entre enero de
1998 y octubre de 1999 (306 098 nifos), siguiendo de forma simultanea las tacticas de
campafia y programa. En la campafa se incluyeron a los nacidos entre enero-octubre de
1998 y en la segunda estrategia, a todos los nacidos a partir de noviembre de 1998 y hasta
octubre de 1999. La vacuna administrada fue VaxemHib, comercializa por la Chiron, Italia

(Dickinson y col., 2001; Dickinson y Pérez, 2002).
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Luego de la introduccion de la vacunacion se observd una disminucién importante del
numero de casos de infeccion invasiva por Hib, la mayor reduccion se observé en los nifios
menores de un ano (70.5%). Hacia finales del 2001 la incidencia disminuy6 a 10 casos
(0.1/100 habitantes) y se estimdé un 99% de efectividad de la vacunacion. Para alcanzar
estos indicadores el estado cubano invirti6 mas de 2.4 millones de ddlares cada afio en la
compra de las dosis necesarias de la vacuna (Dickinson y col., 2001; Dickinson y Pérez,

2002).

Un estudio llevado a cabo con el objetivo de estimar en Cuba la relacion costo-efectividad
del tratamiento terapéutico y profilactico de las meningitis causadas por Hib, en menores de
un afio, demostré que la vacunacion resultaba una alternativa costo-efectiva. Para esto el
costo no debia exceder los 2.50 dolares y debian alcanzarse valores de eficacia entre 90 y
100%. Sin embargo, considerando los altos precios de la vacunas conjugadas contra Hib,
esta resultaba una alternativa efectiva, pero al mismo tiempo una carga para el estado

cubano (Garcia y col., 2002).

2.14. Vacunas sintéticas

La historia de las investigaciones inmunoldgicas sobre los antigenos sintéticos es
relativamente joven, comenzo como algo un poco esotérico pero se ha desarrollado como
una herramienta de multiples utilidades en la investigacion, de las cuales la mas importante
es el progreso en la obtencion de vacunas sintéticas. Si esta aproximacion es coronada por
el éxito, serviria de base para dar el paso adelante en el desarrollo de vacunas eficaces

contra muchas enfermedades que azotan a la humanidad.

Sobresale en este sentido, el trabajo realizado por mas de tres decenios por el cientifico
colombiano Patarroyo Murillo para la obtencion de la primera vacuna contra la malaria,
basada en un péptido sintético (SPf66). Para esta se demostrd proteccion limitada en los
primeros ensayos clinicos en humanos: 38.8% en la poblacion negra en Colombia; 55% en
Venezuela, en poblacion caucasica; 66% entre indigenas de Ecuador y sélo 29% en la

poblacién mestiza de Brasil. No obstante, represento el primer acercamiento al desarrollo
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de una vacuna compuesta de subunidades de diferentes proteinas de Plasmodium
falciparum, obtenida por sintesis quimica (Lozano y Patarroyo, 2007; Bermudez y col.
2007).

La continuacion de estos estudios permitidé proponer una metodologia quimica para lograr
una nueva vacuna denominada Colfavac (Colombian Falciparum Vaccine), para la cual
estd aun por probar la efectividad; aunque atendiendo a los resultados experimentales se

prevé sea superior al 95% (Lozano y Patarroyo, 2007; Patarroyo 2006).

Esta estrategia novedosa sento las bases para investigaciones encaminadas a la obtencion de
otros preparados vacunales. En este terreno se destacan los estudios llevados a cabo por el
laboratorio de Antigenos Sintéticos de la UH para el desarrollo de una vacuna conjugada
contra Hib, que tiene como principio antigénico el polisacarido de la bacteria obtenido por

sintesis quimica (Verez-Bencomo y Roy, 1999; Fernandez-Santana y col., 2004).

Existen reportes de investigaciones previas, también encaminadas a la obtencion por
sintesis quimica de fragmentos del polisacarido capsular de Hib, y de los resultados de la
inmunogenicidad de estos en animales de experimentacion. Sin embargo, no hay
precedentes de ensayos clinicos en humanos, pues los métodos de sintesis empleados no
fueron lo suficientemente competitivos como para permitir la obtencion de cantidades

suficientes de antigeno (Hoogerhout y col., 1987; Nilsson y col., 1991).
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. Confirmacion del ELISA para la cuantificacion de anticuerpos contra el

polisacarido capsular de Hib en suero humano

3.1.1. Descripcion del método

Para la cuantificacion de anticuerpos anti-Hib durante los ensayos clinicos para la
demostracion de la inmunogenicidad de Quimi-Hib, se utilizé el ELISA indirecto descrito
por Phipps y colaboradores en 1990, con modificaciones introducidas por otros autores
(Madore y Quataert, 1999; Nicol y col., 2002). El protocolo del método se detalla en el
Anexo 2. En sintesis: las placas ELISA se recubrieron con una suspension de antigeno de
Hib (1 pg/mL) conjugado a albumina humana (HbO-HA) en tampodn fosfato salina (TFS) y
se incubaron toda la noche a 37 °C. Luego de afiadir las diluciones de los sueros a estudiar,
los complejos antigeno-anticuerpos formados se hicieron reaccionar con un conjugado anti-
IgG humana-peroxidasa. La reaccion se reveldo empleando o-fenildiamina (OFD) y las
lecturas de absorbancia se realizaron a 490 nm. Para el célculo de las concentraciones se

empled el Programa ELISA para Windows Version 1 del CDC (Plikaytis y col., 1996).

La curva estandar se preparo6 a partir del suero humano de referencia internacional As Hib
Lote 1983 (FDA, Bethesda, Maryland), para el que se conoce que la concentracion de
inmunoglobulinas totales anti-Hib es de 70 pg/mL (Kayhty y col., 1987; Phipps y col.,
1990; Madore y Quataert, 1999; Nicol y col., 2002). En cada placa ELISA se incluy6
ademas, un suero control positivo, para el cual se determinaron los valores aceptables de
concentracion de IgG (limite inferior: 47.53 pg/mL y limite superior: 100.72 pg/mL)
(Anexo 3).

Para complementar los estudios de confirmacion se ensayaron dos protocolos diferentes en
el modo de construir la curva de calibracion. Esta prueba estuvo motivada por el hecho de
que el ELISA sugerido por el Laboratorio Nacional de Referencia para Haemophilus en el

IPK (LNRH-IPK) construye la curva a partir de una menor cantidad de puntos (Anexo 4).
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3.1.2. Protocolo para la confirmacion

Como el ELISA propuesto constituye un sistema validado a nivel internacional para la
cuantificacion de anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib, se disefio para su
validacion, un protocolo de confirmacion (nivel de validacion en la acreditacion, aplicable a
métodos normalizados) en las condiciones del LNRH-IPK. En el protocolo se dispuso la
determinacion de la precision y la veracidad del método (US Department of Health and
Human Services Food and Drug Administration, 1998; Comité Europeo de Normalizacion,
2003). Se emplearon sueros de adultos vacunados, que se seleccionaron de entre los

obtenidos en un ensayo clinico que se describe mas adelante (Acapite 3.2.2).

3.1.2a. Precision intraensayo (Repetibilidad): Se usaron tres sueros de concentracion
conocida (suero 1, baja; suero 2, media y suero 3, concentracion alta), se prepararon cuatro
diluciones (1/1 250, 1/6 250, 1/31 250, 1/156 250) en suero fetal bovino (SFB) y de cada
una se hicieron 10 réplicas. Se procedié con el ELISA bajo las mismas condiciones de
operacion y por un mismo analista. Para el procesamiento estadistico se calcul6 la media de
las concentraciones (X), la desviacion estdndar (DE) y el coeficiente de variacion (CV) para
cada una de las diluciones. Se adopté como criterio de aceptacion que la precision
intraensayo tuviera un CV < 10% (US Department of Health and Human Services Food and

Drug Administration, 1998; Comité Europeo de Normalizacion, 2003).

3.1.2b. Precision interensayo (Precision intermedia): Se seleccionaron siete sueros de
concentracion conocida, cuidando que estuvieran representados sueros de baja, media y
alta concentracion. Se prepararon cuatro diluciones y 10 réplicas de cada una. Se procedid
con el ELISA en dias distintos y por dos analistas diferentes (Ensayos 1 y 2). Para el
procesamiento estadistico se calculd la X, la DE y el CV de cada muestra por dia y el CV
interensayo. Se adoptd como criterio de aceptacion que este fuera < 20 % (US Department
of Health and Human Services Food and Drug Administration, 1998; Comité Europeo de

Normalizacion, 2003).

3.1.2c. Veracidad: Se estim6 a través de un ensayo de recuperacion. Se selecciond una
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muestra libre de anticuerpos (SFB 10%) a la que se afiadieron diferentes volimenes de un
suero de concentracion conocida (suero de referencia Hib Lote 1983), del cual se
prepararon cuatro diluciones y de cada una se trabajaron 7 réplicas. La recuperacion se
calcul6 a través de la formula que se describe a continuaciéon y como criterio de aceptacion
se adoptd que esta debia oscilar entre 80-120% (US Department of Health and Human

Services Food and Drug Administration, 1998; Comité Europeo de Normalizacion, 2003).

% de recuperacion = valor obtenido (ug/mL) / valor teérico (ug/mL) x 100

Donde: valor obtenido = concentracion obtenida empleando el ELISA

3.2. Estudios clinicos para la demostracion de la inmunogenicidad de Quimi-Hib

Cada propuesta de ensayo clinico fue aprobada por las Comisiones de Revision y Bioética
del IPK, el Grupo Nacional de Pediatria, el Grupo de Aseguramiento de la Calidad del
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el CECMED. Se siguieron los
principios éticos regidos por la declaracion de Helsinki (Asamblea Médica Internacional,

Tokio, 2004).

Todos los sujetos incluidos en los ensayos se beneficiaron con la vacunacion y en cada
ensayo de fase I, con un examen fisico completo. Se obtuvo el consentimiento informado
de los voluntarios adultos y de los padres de los lactantes y nifios mayores. A estos ultimos
se les comunic6 que podrian retirar a sus hijos de la investigacion en el momento que lo
desearan y que en ese caso, o si se comprobaba al final del ensayo que los nifios que
recibieron el candidato vacunal no habian alcanzado concentraciones de anticuerpos

protectores, se les administraria la vacuna comercial utilizada en el pais (Vaxem-Hib).

Se disefiaron siete ensayos clinicos en diferentes grupos de individuos sanos, que se
relacionan a continuacion y que se describen mas adelante:
- Dos estudios de fase I en voluntarios adultos.

- Un estudio de fase I y otro de fase II en nifios entre 4 y 5 afios de edad.
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- Un estudio de fase I y otro de fase II en lactantes.
- Un estudio “booster”, en el que se evalud, en un grupo de los lactantes inmunizados
durante la Fase I, la prevalencia de los anticuerpos después de 12 meses de la

primo-vacunacion y el efecto de una dosis de refuerzo.

3.2.1. Vacunas y dosis administradas

Vacuna en estudio: Se evalué el candidato vacunal Quimi-Hib, preparado por el

Laboratorio de Antigenos Sintéticos de la UH y el CIGB. Una dosis (0.5 mL) de este

contiene 10 pg del oligosacarido capsular de Hib obtenido por sintesis quimica, conjugado

covalentemente a 20.8-31.25 pg de anatoxina tetanica (Verez-Bencomo y Roy, 1999).

Vacuna control: Se empled la vacuna Vaxem-Hib comercializada por la Chiron (Italia).

Una dosis estd constituida por 10 pg de oligosacarido capsular de Hib conjugado a
aproximadamente 25 pg de la proteina CRM 197 y adyuvada a fosfato de aluminio
(1.36 mg). En los ensayos conducidos en adultos se usé la misma vacuna pero adyuvada a

hidroxido de aluminio (1 mg/dosis).

3.2.2. Ensayos clinicos en voluntarios adultos

Se llevaron a cabo dos estudios (Estudios 1 y 2) con disefio experimental de fase I de un
ensayo clinico controlado, aleatorizado y a doble ciegas, en voluntarios sanos de 19 a 35
anos de edad. Las vacunas se administraron por via intramuscular y se incluyeron 40

voluntarios en cada uno, para conformar 3 grupos de estudio y uno control (Figura 3.1).

Estudio 1: Se ejecutd entre septiembre y octubre del 2001. Se administr6é una dosis de tres
lotes diferentes de Quimi-Hib a los grupos A, B y D, mientras que el C represento el grupo

control, pues los voluntarios incluidos en este recibieron la vacuna Vaxem-Hib.

Estudio 2: Se ejecutd entre marzo y abril del 2002. Los voluntarios del grupo F recibieron

una dosis de Quimi-Hib sin adyuvante y los de los grupos G y H, una dosis de dos lotes
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diferentes de Quimi-Hib adyuvado a fosfato de aluminio. Al grupo control (grupo E) le

correspondi6 el mismo lote de vacuna Vaxem-Hib utilizado en el Estudio 1.

3.2.4. Ensayos clinicos en nifios entre 4 y 5 afios de edad
Se llevaron a cabo dos estudios experimentales aleatorizados y a doble ciegas,
correspondientes a las fases [ y II de un ensayo clinico, en nifios sanos entre 4 y 5 afios de

edad, pertenecientes a la tiltima cohorte de nifios no vacunados contra Hib en Cuba.

Ensayo clinico de fase I: Se desarroll6 en los meses de febrero y marzo del 2002. Los

nifios incluidos se seleccionaron en los circulos infantiles de cinco areas de salud de la zona
urbana del Municipio Camagiiey. No se utilizd procesamiento estadistico alguno para
determinar el tamafio de la muestra. Se conformaron cuatro grupos de estudio (A, B, Cy D)
de 30 nifios cada uno, para lo cual era necesario reclutar al menos 120 nifios, pero para
garantizar el tamafio de la muestra, atendiendo a que algunos podian ser excluidos en el
momento de la vacunacién, se reclutaron 35 niflos por grupo. Esto elevo el numero en la
lista aleatoria hasta 140 nifios (Figura 3.2). Se administr6é por via intramuscular una dosis
del candidato vacunal o de la vacuna control, segun correspondiera. Los grupos A, By C
recibieron una dosis de tres lotes diferentes de Quimi-Hib y a los nifios agrupados en D

(grupo control) se les administr6 la vacuna Vaxem-Hib.

Ensayo clinico de fase II: se llevd a cabo en 936 nifios sanos entre 4 y 5 afios de edad, en

los meses de julio y agosto del 2002. Estos se seleccionaron dentro de los circulos infantiles
y escuelas primarias de las nueve areas de salud de la zona urbana del municipio de
Camagiiey. Se empled también la via de inoculacién intramuscular, al nivel de la insercion
del musculo deltoides. Se conformaron tres grupos de estudio (A, B y C) con 312 niflos
cada uno. A los agrupados en A y B se les administr6é una dosis de dos lotes diferentes de

Quimi-Hib. El C constituy6 el grupo control (Figura 3.2).
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ENSAYO CLINICO FASE |
80 voluntarios adultos

Estudio 1 Estudio 2
Grupo de ‘ ‘
estudio A B C D E F G H
Lotes Quimi-Hib  Quimi-Hib  Vaxem-Hib Quimi-Hib Vaxem-Hib  Quimi-Hib Quimi-Hib *  Quimi-Hib *
1019 E 1016 E 3581 1018 E 3581 1024 E 1022 E+ 1021 E +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ FA 1003 T FA 1003 T
Voluntarios | 10 10 10 10 10 10 10 10

Figura 3.1 Regimenes de vacunas asignados a cada grupo de voluntarios, durante los ensayos clinicos de fase | en adultos.

* FA: adsorbida a fosfato de aluminio
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ENSAYO CLINICO FASE |
120 nifios entre 4-5 afios de edad

Grupo de A B C D
estudio |
| | |
Lotes  Quimi-Hib Quimi-Hib Quimi-Hib Vaxem-Hib
EH 1024 E EH 1026 E EH 1025 E 0101
| | | |
Voluntarios 30 30 30 30

ENSAYO CLINICO FASE Il
936 nifios entre 4-5 afios de edad

Grupo de A B C
estudio | | |
Quimi-Hib Quimi-Hib Vaxem-Hib
Lotes EH 1025 E EH 1026 H 0101
| I |
Voluntarios 312 312 312

Figura 3.2 Regimenes de vacunas asignadas a cada grupo de estudio, durante los ensayos clinicos de fase I y Il en nifios

entre 4 y 5 afos de edad.
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3.2.4.a. Determinacion de la inmunidad naturalmente adquirida y estudio del estado

de portador nasal y faringeo en nifios entre 4 y 5 afios de edad

Con el objetivo de conocer los niveles de IgG anti-Hib, adquiridos de manera natural en
este grupo de nifios, representativo de la ltima cohorte no vacunada en Cuba, se llevo a
cabo un andlisis de los niveles de anticuerpos en los sueros extraidos justamente antes de la
vacunacion, en el estudio de fase II. Se tomaron como valores de referencia las cifras de
0.15, 1 y 5 pg/mL de IgG anti-Hib, concentraciones que correlacionan con proteccion a
corto y largo plazo y con la eliminacion del estado de portador nasofaringeo de Hib,

respectivamente (Anderson, 1984; Kaythy y Makela, 1984; Takala y col., 1991).

Para complementar este estudio se colectaron exudados nasales y faringeos de cada nifo,
estos se inocularon en placas de agar chocolate suplementado con NAD y Hemina y se
incubaron en atmdsfera de 5% de CO, a 37 °C durante 18-24 h. Las colonias sugerentes de
H. influenzae se identificaron atendiendo a los requerimientos de los factores V y X (BBL
TAXO X and V FACTOR STRIPS, Becton Dickinson Microbiology System) y Ia
serotipificacion se llevo a cabo por aglutinacion en lamina utilizando antisueros especificos
contra los tipos capsulares de la a hasta la f (Difco) (Perilla y col., 2004). El procedimiento
para la toma de los exudados y para el seguimiento en el laboratorio de Microbiologia, se

describe en el Anexo 5.

3.2.5. Ensayos clinicos en lactantes

Ensayo clinico de fase I: Se desarroll6 un estudio controlado y a doble ciegas entre abril y

septiembre del 2002 en lactantes sanos que se seleccionaron en las nueve areas de salud de
la zona urbana del municipio Camagiiey. Atendiendo a las posibles exclusiones por
criterios pediatricos o al abandono voluntario de la participacion en el estudio, se previo la
captacion de 150 lactante para conformar cinco grupos de estudio (A, B, C, Dy E), con 30
nifios cada uno. Los grupos quedaron conformados de la siguiente manera: A, 24 lactantes;
B, 19; C, 23; D, 29 y C, 18 lactantes (Figura 3.3). Se administraron por via intramuscular,

tres dosis (a los 2, 4 y 6 meses de edad) del candidato vacunal con o sin adyuvante, o de la
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vacuna control, segiin correspondiera. A los lactantes incluidos en los grupos B y C se les
administraron dos lotes diferentes de Quimi-Hib adyuvado a fosfato de aluminio
(1.35 mg/mL), a los agrupados en D y E les fueron administrados dos lotes diferentes del

candidato sin adyuvante. Los lactantes del A (control) recibieron Vaxem-Hib (Figura 3.3).

Ensayo clinico de fase II: Un segundo estudio, con disefio experimental de fase II de un
ensayo controlado, aleatorizado y a doble ciegas, se efectud entre junio del 2002 y marzo
del 2003. Se definieron tres grupos de estudio (A, B y C) y el tamafio de la muestra para
comprobar la hipotesis de inmunogenicidad se estim6 en 660 lactantes (220 por grupo). Se
sobreestim6 la muestra hasta 1 200 lactantes, por las mismas razones tomadas en
consideracion durante la fase I, pero el ensayo se desarrolld finalmente en 730 lactantes:

A, 235; B, 249; C, 246 (Figura 3.3).

La seleccion se inici6 en la zona urbana del municipio de Camagiiey, pero dado el amplio
tamafo de la muestra fue imprescindible extender la captacion a los municipios de Florida,
Vertientes, Nuevitas, Santa Cruz del Sur, Jimaguayu, Sibanict y Guaimaro. Por esta misma
causa, los lactantes fueron incorporandose al ensayo escalonadamente en cuatro meses
(junio, julio, agosto y septiembre). Se aplicé el mismo esquema de vacunacion empleado en
la fase I. Al grupo A se le designd como control. Los lactantes de B recibieron tres dosis de
un mismo lote de Quimi-Hib adyuvado a fosfato de aluminio y a los del grupo C se les

administraron tres dosis de un mismo lote de Quimi-Hib sin adyuvar (Figura 3.3).
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ENSAYO CLINICO FASE |
113 lactantes

|
| [ [ | I
A B C D E

Grupo de

estudio | | | |
Lotes Vaxem-Hib Quimi-Hib * Quimi-Hib ~ Quimi-Hib Quimi-Hib
0101 EH 2002 + EH 2003 + EH 1025E EH 1026 E
| FA 2001 T FA 2002 T | |
| |
Voluntarios 24 19 23 29 18
ENSAYO CLINICO FASE Il
730 lactantes
' |
Grupo de
estudio A B C|:
i [
Lotes Vaxem-Hib Quimi-Hib * Quimi-Hib
0101, 0621y 0341 EH 2011 E + EH 2007 E
FA 2001 T
I
Voluntarios 235 249 246

Figura 3.3 Regimenes de vacunas asignadas a cada grupo de estudio durante los ensayos clinicos de fase 1y Il en lactantes

* FA: adsorbida a fosfato de aluminio
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3.2.6. Estudio “Booster”

Entre septiembre y octubre del 2003 se evalud la prevalencia de los anticuerpos 12 meses
después de la primo vacunacion y el comportamiento de la respuesta inmune, tras una dosis
de refuerzo de Quimi-Hib, en un estudio abierto y no aleatorizado, en 76 de los 120 nifios
que participaron en el ensayo clinico de fase I en lactantes. Se hizo un registro de los nifios
que completaron las tres dosis durante la fase I y se seleccionaron aquellos en los que se
determiné que persistian los criterios para su inclusion. Independientemente de la vacuna
recibida en la primo-vacunacion, durante la que se definieron cinco grupos de tratamiento,
todos los nifios recibieron al inicio de este nuevo estudio, una dosis de Quimi-Hib sin

adyuvante (Lote EH2007E) por via intramuscular profunda.

Para el analisis de los resultados se definieron tres grupos (A, B y C). Al A se asignaron
los nifios que durante el ensayo clinico en lactantes de fase I recibieron la vacuna control
(20 nifios). En B y C se agruparon los nifios a los que se les administr6 Quimi-Hib
adyuvada y sin adyuvar durante la serie primaria de vacunacion en aquel ensayo (25 y 31

niflos, respectivamente).

3.3. Evaluacion de la inmunogenicidad

Para una mejor comprension de este acapite se presenta en la Tabla 3.1 un resumen de las

pruebas realizadas en cada ensayo.

En todos los estudios, excepto en el de fase II en lactantes, la inmunogenicidad se evalu6
antes y después de la vacunacién mediante la cuantificacion de IgG, empleando el ELISA
ya descrito. A cada voluntario se le extrajo sangre justamente antes de ser vacunado
(tiempo cero o suero pre-inmune) y entre los 28 y 30 dias después (suero post-
inmunizacion). Los sueros se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar las
determinaciones en el laboratorio y se prestd especial cuidado en que los provenientes de
un mismo voluntario fueran procesados paralelamente. Las muestras de tiempo cero se

trabajaron partiendo de la dilucion 1/50 y las de suero post-inmunizacion se comenzaron a
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ensayar a partir de la dilucion 1/250. Cada muestra se trabajo por duplicado.

Tabla 3.1 Pruebas realizadas en cada ensayo para la evaluacién de la

inmunogenicidad generada por Quimi-Hib.

ELISA Anticuerpos

Ensayo Clinico 19G IgA IgM bactericidas
Adultos. Estudio 1 X X X
Adultos. Estudio 2 X
FaseI. 4 y 5 afios X X
Fase II. 4 y 5 afios X
Fase I. Lactantes X X X X
Fase II. Lactantes X * X
“Booster” X X

* S6lo en suero post-inmunizacion

Para el analisis de los resultados se consideraron como niveles seroprotectores los valores
de 0.15 y 1 pg/mL (proteccion a corto y largo plazo contra la enfermedad por Hib,
respectivamente) (Anderson, 1984; Kaythy y Makela 1984; Ambrosino y col., 1986;
Santosham y col., 1987; Eskola y col., 1985 y 1990). En lo ensayos en adultos y nifios entre
4 y 5 afios de edad, se aplico para el analisis el concepto de seroconversion, como: el
incremento en 2 veces 0 mas en la concentracion de IgG en el suero, 30 dias después de la

vacunacion, con respecto al suero inicial.

Adicionalmente, en el Estudio 1 en adultos, se cuantificaron las concentraciones de IgA e
IgM empleando los conjugados a peroxidasa anti-IgA y anti-IgM humana correspondientes,

y manteniendo las mismas condiciones para el ELISA.

En el ensayo clinico de fase I en nifios entre 4 y 5 afios de edad se demostro ademads, la

funcionalidad de los anticuerpos a través de la determinacion de la actividad bactericida de
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estos. El método empleando se describe en el Anexo 6. Se expresaron los titulos de
actividad bactericida como el reciproco de la mayor dilucion del suero en que se produjo un
50% de disminucion de células vivas de Hib. Esto se determind por el conteo de colonias
en los pocillos de cada dilucion de un mismo suero y comparando con el pocillo control, al
que corresponde un 100%. Se informaron sueros con actividad bactericida a aquellos para

los cuales el titulo fue > 8 (Peeters y col., 1992; Fernandez-Santana y col., 2004).

En el ensayo clinico de fase I en lactantes se cuantificé ademas la concentracion pre-
inmune y post-inmunizacion de IgA e IgM anti-Hib y se determiné la actividad bactericida.
En el ensayo clinico de fase II s6lo se realizaron extracciones de sangre luego de los 30 dias
de administrada la tercera dosis de la vacuna y ademas de cuantificarse los niveles de
anticuerpos post-inmunizacion del tipo IgG, se determinaron los titulos de anticuerpos

bactericidas.

Por ultimo, en el estudio del efecto “booster” se realizaron extracciones de sangre
justamente antes de administrar la dosis de refuerzo y 30 dias después. Ademas de medir la
inmunogenicidad a través de la determinacion de la concentracion de IgG anti-Hib por

ELISA, se determinaron los titulos de anticuerpos bactericidas.

3.4. Andlisis estadistico

Para el célculo de los parametros definidos durante la confirmacion del ELISA para la

determinacion de anticuerpos anti-Hib, se empled el Programa Excel.

Para el andlisis de los resultados de los diferentes ensayos clinicos se utilizaron medidas de
estadistica descriptiva, como las de frecuencia absoluta y relativa de la seroconversion, y
medidas de tendencia central y de dispersion de las evaluaciones de inmunogenicidad, para
cada grupo de estudio. Se calcularon los intervalos de confianza de las MGC de
anticuerpos.

Se compararon las proporciones de seroconversion por el test exacto de Fisher y de Stuart-

Maxwell. Para la comparacion de las medias de las diferencias de los logaritmos de las
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concentraciones de anticuerpos, entre los grupos y dentro de los grupos (antes y después de
la vacunacion), se utilizo el analisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba t-Student
para muestras independientes y pareadas. No se excluyd del andlisis ningin dato

disponible.

Los resultados que verificaron las hipotesis nulas fueron obtenidos antes de que se

conociera la identidad de los grupos de tratamiento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Confirmacion del ELISA para la cuantificacion de anticuerpos contra el

polisacarido capsular de Hib en suero humano.

La validacion de un ensayo analitico es el proceso a través del cual se definen los
parametros apropiados de exactitud, precision, linealidad, limites de deteccion y
especificidad. Dependiendo del tipo de método (fisico-quimico o biologico) se fijan
criterios de aceptacion que deben ser documentados en el laboratorio. Atendiendo a si se
trata de un método normalizado, normalizado con ampliaciones o modificaciones, o
desarrollado en el laboratorio, se definen diferentes niveles de validacion durante la
acreditacion del laboratorio a cargo del método (Department of Health and Human Services

Food and Drug Administration, 1998; Comité Europeo de Normalizacion, 2003).

EL ELISA indirecto propuesto para la cuantificacion de los anticuerpos anti-Hib durante la
evaluacion de la inmunogenicidad de Quimi-Hib, constituye un método validado
internacionalmente y seguro para este proposito. Como se han comparado variaciones en su
protocolo en distintos laboratorios del mundo y tiene probada correlacion con el RI
(Leinonen y Frasch, 1982; Sutton y col., 1985; Schreiber y col., 1986; Kayhty y col., 1988;
Phipps y col., 1990), se consider6 suficiente la confirmacion del método en las condiciones

de trabajo del LNRH-IPK (Comité Europeo de Normalizacion, 2003).

4.1.a. Resultados de la estimacion de la precision

Se define como precision a la dispersion de los resultados obtenidos para una muestra
procesada varias veces por un ensayo, partiendo de la base de que el grado de concordancia
entre los datos de una serie, refleja el efecto de los errores aleatorios producidos durante el
proceso analitico. La precision de un procedimiento de medicion dado se subdivide segun
las condiciones de precision especificadas (US Department of Health and Human Services

Food and Drug Administration, 1998; Comité Europeo de Normalizacion, 2003).
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Tabla 4.1 Resultados de la determinacion de la precision intraensayo del ELISA de cuantificacion de anticuerpos contra el

polisacarido capsular de Hib.

Suero | Dilucion Concentracion de IgG (ng/mL) en cada réplica X DE CV %
1 1/50 0.72 0.59 0.60 0.62 0.56 0.63 0.64 0.60 0.58 0.56 0.61 0.04 7.96
1/250 0.53 0.57 0.57 0.51 0.55 0.48 0.46 0.63 0.62 0.57 0.55 0.05 9.81
1/1250 - - - - - - - - - - - - -
1/6250 - - - - - - - - - - - - -
0.58 0.09 7.75
2 1/250 7.46 7.52 5.86 7.53 7.57 5.56 7.47 8.14 7.45 6.41 7.10 0.84 11.09
1/1250 6.67 7.37 6.20 6.88 6.38 6.20 6.84 7.09 5.97 5.35 6.49 0.59 9.15
1/6250 - - - - - - - - - - - - -
1/31250 - - - - - - - - - - - - -
6.79 143 | 10.12
3 1/1250 - - - - - - - - - - - - -
1/6250 - - - - - - - - - - - - -
1/31250 598.02 | 606.60 | 636.73 | 737.49 | 649.65 | 633.77 | 597.07 | 601.82 | 624.95 | 625.93 | 631.20 | 41.46 | 6.57
1/156250 | 601.70 | 711.13 | 764.03 | 772.69 | 715.65 | 768.38 | 776.98 | 772.69 | 789.79 | 819.30 | 749.23 | 60.88 | 8.12
690.21 | 102.34 | 741

Sueros 1, 2 y 3: Sueros de baja, media y alta concentracion, respectivamente.

X: Media de las concentraciones para cada dilucion.

DE: Desviacion Estandar

CV: Coeficiente de Variacion

- : diluciones que produjeron valores de DO fuera del rango de la curva estandar.

53



IV. Resultados y Discusion

Los resultados del experimento de precision intraensayo, medida para tres sueros
diferentes, se recogen en la Tabla 4.1. Los CV que se obtienen, considerando para cada
muestra las 10 réplicas de todas las diluciones, son menores al 10%, excepto para la
dilucion 1/250 del suero 2, que produjo un valor de 11.09 %. No obstante, el CV para cada
suero, tomando en cuenta la concentracion media calculada considerando todas las

diluciones, exhiben valores aceptables (1, 7.75%; 2, 10.12% y 3, 7.41%).

La precision intraensayo o repetibilidad expresa condiciones esencialmente sin cambio y en
este caso se da en funcion del CV obtenido para una misma muestra durante un mismo
ensayo (Comité Europeo de Normalizacion, 2003). Los CV logrados para las tres muestras
cumplen con el criterio de aceptacion, por lo que la precision que alcanza el método se

califico de satisfactoria

En la Tabla 4.2 se resumen los resultados de la determinacion de la precision interensayo.

Tabla 4.2 Resultados de la determinacion de la precision interensayo del ELISA de

cuantificacion de anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib.

Ensayo 1 Ensayo 2
Suero Ccv
X Ccv X CV | interensayo
(ng/mL) % (ng/mL) % %
1 2.52 19.5 1.40 10.2 18.3
2 6.41 18.6 3.75 20.3 4.9
3 1.41 20.2 2.13 6.6 15.6
4 55.51 20 39.37 11.9 19.8
5 101.54 17.8 150.32 19.6 5.8
6 190.75 19.3 301.14 15.7 1.8
7 712.56 13.1 693.94 18.7 5.5
CV promedio % 10.24

Ensayos 1y 2: ELISA en dias distintos y por dos analistas diferentes.
X: Media de las concentraciones en cada dia que se trabajo el ensayo.

CV: Coeficiente de variacion.
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No se listan en la tabla los valores obtenidos para cada una de las 10 réplicas de los siete
sueros, pero se muestran las medias de las concentraciones obtenidas para cada uno. Como
puede apreciarse, el CV interensayo para todos los casos fue inferior al 20%, e incluso

inferior al 10% para cuatro sueros. Se logré un CV promedio igual a 10.24%.

La precision interensayo o precision intermedia se refiere a condiciones donde hay
variacion en uno o mas de los siguientes factores: tiempo, calibracion y equipos,
generalmente dentro de un mismo laboratorio. En este caso se expres6 en funcion del CV
que se logro al procesar varias diluciones de una misma muestra pero en diferentes ensayos,
trabajando un numero mayor de muestras que en el ensayo anterior. De acuerdo con los
resultados obtenidos puede afirmarse que el método tiene una precision intermedia

satisfactoria.

4.1.b. Resultados de la estimacion de la veracidad

La veracidad de medicion es el grado de concordancia entre el valor medio obtenido a
partir de series grandes de resultados de mediciones y un valor verdadero, y puede ser
expresada de forma numérica en funcién de la recuperacidon, pues su concepto es
cualitativo. La recuperacion de un método analitico es el sesgo o porcentaje de error entre
el valor de la concentracion observada para una muestra y el valor real de concentracion
(US Department of Health and Human Services Food and Drug Administration, 1998;
Comité Europeo de Normalizacion, 2003). Frecuentemente su determinacion no es posible
para productos bioldgicos pues no siempre se dispone de un estandar de referencia puro. En
este estudio se opto por la utilizacion del propio suero de referencia internacional Hib Lote
1983, para el cual se conoce que la concentracion de IgG es de 60. 9 ng/mL (Kayhty y col.,
1987; Phipps y col., 1990; Madore y Quataert, 1999; Nicol y col., 2002).

Los resultados del ensayo para determinar la veracidad del sistema se resumen en la
Tabla 4.3. Para las diluciones 1/6 250 y 1/31 250, que se corresponden con el segundo y
tercer segmentos de la curva patron, se obtienen valores de recuperacion de 96.3% y

90.4%, respectivamente. El CV para ambas concentraciones fue satisfactorio (<15%). El
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valor promedio del recobrado fue de 93.35 %. Los porcentajes de recuperacion logrados se

comportan dentro de los valores 0ptimos fijados para este parametro (80-120%).

Tabla 4.3 Resultados del ensayo de recuperacion del ELISA de cuantificacion de

anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib.

Dilucién X DE CV R%

dela | Concentracion de IgG (ug/mL) en cada réplica
muestra

1/1250 - - - - - - -
1/6250 495 | 51.5 |1 495 | 60.0 | 683 | 54.7 | 67.8 | 58.6 | 8.41 | 14.3 | 96.3
1/31250 | 52.7 | 463 | 55.2 | 50.1 | 69.3 | 56.5 | 552 | 55.0 | 7.21 | 13.0 | 90.4
1/156250 - - - - - - -

Promedio de recobrado % 93.35

X: Media de las concentraciones para cada dilucion.
DE: Desviacion Estandar
R %: Por ciento de Recuperacion.
CV: Coeficiente de variacion.

- : diluciones que produjeron valores de DO fuera del rango de la curva estandar.

La primera y cuarta dilucion de la muestra rindieron valores de DO ligeramente superiores
e inferiores (DO > 1.1 y < 0.052, datos del laboratorio), respectivamente, a los observados
en la curva estandar para esas mismas diluciones, por eso no fueron considerados para el
célculo. Quedaron fuera, no porque el sistema no tenga una buena recuperacion en €sos
puntos, si no porque la curva del estandar rindi6 valores de DO entre 0.052 y 0.877.
Considerando que el suero de referencia Hib Lote 1983 utilizado para la curva estandar y la
muestra de concentracion de anticuerpos con concentracion bien definida, son lo mismo en
este experimento, el comportamiento observado para estas diluciones responde a
variaciones logicas que se describen para el ELISA, relacionadas muchas veces con la

manipulacion del analista.

56



IV. Resultados y Discusion

Otro elemento que permite hacer el calculo de la recuperacion del sistema sin tomar en
cuanta los resultados de las diluciones 1/1 250 y 1/ 56 250, guarda relacién con lo
estipulado por el Programa ELISA para Windows Version 1 del CDC, de acuerdo con el
cual para el célculo de la concentracion de anticuerpos es suficiente con que dos de las
diluciones produzcan DO que caigan dentro del rango de la curva y que la diferencia entre
los CV de las réplicas de una misma dilucién sea menor del 15% (Plikaytis y col., 1996).
Es inusual que las cuatro diluciones de una misma muestra resulten utiles para la
cuantificacion de los anticuerpos, en unos casos por tener bajas concentraciones y en otros

por todo lo contrario.

Como se puede ver en la Tabla 4.3, para la segunda y tercera diluciéon se obtienen
concentraciones para el suero de referencia de 58.67 y 55.08 pg/mL, respectivamente, que
se corresponden con los porcentajes de recuperacion citados antes y que estdn muy
proximos al valor tedrico reportado para el suero de referencia internacional (60 pg/mL).
Estos resultados evidencian la exactitud del sistema, definida como el grado de
concordancia entre el resultado y un valor de referencia certificado (US Department of

Health and Human Services Food and Drug Administration, 1998).

Atendiendo a los resultados de cada uno de los parametros estimados, quedd demostrado
que el método es preciso y veraz para la aplicacion propuesta. Se confirm6 que el disefio de
ELISA sugerido, empleado en anteriores evaluaciones clinicas de candidatos vacunales
(Phipps y col., 1990; Madore y Quataert, 1999; Nicol y col., 2002) podia ser utilizado en la

evaluacion de la inmunogenicidad de Quimi-Hib en las condiciones del LNRH-IPK.

4.2. Evaluacion de la inmunogenicidad de Quimi-Hib

4.2.1. Ensayos clinicos en adultos

Se considerd necesario este estudio, a pesar de no constituir los adultos la poblacion diana a

la que va dirigida esta vacuna, porque Quimi-Hib representaba el primer candidato de su

tipo para uso en lactantes y se imponia primero su evaluacion en un grupo de voluntarios
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menos sensibles éticamente. El estudio de la inmunogenicidad se acometié con el
conocimiento de que la respuesta observada seria s6lo una aproximacion a lo que podria
producirse en lactantes. En la Tabla 4.4 se refleja como se distribuyd la respuesta de

anticuerpos del tipo IgG anti-Hib en los diferentes grupos de voluntarios en este ensayo.

La MGC de anticuerpos antes de la vacunacion oscil6 entre 2.95 y 7.03 pg/mL, cifras un
poco superiores a las reportadas para adultos en otros estudios (1-2 pg/mL) (Schneerson y
col., 1971; Peltola y col., 1977; Kayhty y col., 1991). Tales niveles pueden atribuirse a la
respuesta inmune que se produce como consecuencia de la colonizacion nasofaringea por
Hib o ante la colonizacion o infeccion por otras bacterias tales como E. coli K100, cuya
estructura antigénica guarda estrecha relacion con la del polisacéarido capsular de Hib y para
la cual se describe produccién de anticuerpos de igual especificidad (Myerowitz y col.,
1973; Schneerson y Robbins, 1975). Teniendo esto en cuenta se asumid que solo una parte
de los anticuerpos en los sueros post-inmunizacion serian consecuencia de la estimulacion
por la vacunacion. Por eso para el analisis de los resultados se considerd oportuno aplicar el
criterio de seroconversion, como el incremento en cuatro veces o mas de la concentracion

de anticuerpos en el suero post-inmunizacion con respecto al suero pre-inmune.

En el Estudio 1, las MGC de IgG post-vacunales resultaron similares para los grupos A, B
y D; para el C (grupo control) fue menor, pero no se observaron diferencias significativas
entre los grupos. En el Estudio 2 se hizo mas evidente el incremento en la concentracion de
IgG. El grupo H mostr6 la menor MGC pero tampoco se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos de voluntarios (p > 0.05). La respuesta de
anticuerpos no se increment6 por la utilizacion del fosfato de aluminio como adyuvante en
los grupos G y H. En ambos estudios se puso de manifiesto la consistencia entre los

resultados obtenidos para los diferentes lotes de Quimi-Hib utilizados.
De manera general, la MGC de IgG en todos los grupos, independientemente de los

regimenes de vacuna, aument6 significativamente después de la vacunacion y se generd

incremento de la concentracion de IgG, que llegd a ser en muchos vacunados de hasta 150
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0 200 veces. La seroconversion fluctu6 entre 80 y 100% y no hubo diferencias

significativas entre regimenes (p > 0.05).

Tabla 4.4 Respuesta de IgG anti-Hib en voluntarios adultos.

Media Geométrica de las Concentraciones

Grupo (ug/mL) Seroconversion
Estudio Vacuna Antes de la Un mes después de la  ( /° incremento de
. - 4 veces o mas en
vacunacién vacunacién la [16G]
IgG Rango IgG Rango
1 A
1019 E 4.38 1.00-21.43 84.64 21.21-1 009.7 100
B
1016 E 3.91 1.21-18.33 82.75 5.54-1 009.7 80
C
Control 2.95 0.72-49.13 54.95 7.82-1 644.5 90
D
1018 E 5.53 1.00-295.88 189.97  13.37-1575.7 90
2 E
Control 7.03 2.69-39.89 159.17 33.86- 1475.1 90
F
1024 E 4.66 1.16-12.07 134.29 12.19-941.33 100
G
1022E FA 547 0.98-21.98 101.49  14.21-1 239.1 90
H
1021IEFA 386 0.90-22.90 56.83 7.83-163.91 90

* No hay diferencias significativas entre la media geométrica de las concentraciones de IgG

obtenidas para los diferentes grupos de voluntarios luego de la vacunacion (p > 0.05).

® No hay diferencias significativas entre los grupos, respecto al nimero de voluntarios que

respondieron con un incremento de 4 veces o mas en la concentracion de IgG (p > 0.05).
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Los ensayos clinicos en adultos para determinar la inmunogenicidad de vacunas conjugadas
contra Hib no son comunes, pero en algunos de ellos se reporta una respuesta similar a la
descrita en este. Es el caso de los reportes hechos por Granoff y colaboradores en 1984, por
Lepow y colaboradores en ese mismo afio y por Shneerson y colaboradores en 1986, en los
que se describen también altos porcentajes de seroconversion con incrementos de hasta 150

veces 0 mas en las concentraciones de IgG.

Tabla 4.5 Composicion de clases de inmunoglobulinas anti-Hib generada por la

vacunacion en los diferentes grupos de voluntarios adultos.

Grupo Media geométrica de las concentraciones
Vacuna (ng/mL)
IgM (Rango) IgA (Rango) IgG*

A (n=10)  Pre-inmunizacion 0.31 (0-0.63) 1.29 (0-6.51) 4.38
1019E Post-inmunizacion 6.83 (0-16.90)  6.31 (0-15.28) 84.64

Incremento > 4 veces® 8/10 3/10 9/10
B (n=10) Pre-inmunizacion 0.11 (0-0.63) 0.98 (0-6.51) 3.91
1016E

Post-inmunizacion 3.31(0-7.70) 7.42 (0-18.48) 82.75

Incremento > 4 veces 4/10 5/10 8/10
C (n=10)  Pre-inmunizacion 0.24 (0-1.06) 0.23 (0-0.85) 2.95
Control

Post-inmunizacion 3.92 (0-10.86) 5.38 (0-17.43) 54.95

Incremento > 4 veces 4/10 4/10 10/10
D (n=10)  Pre-inmunizacion 0.29 (0-2.27) 2.10 (0-19.11) 5.53
1018E

Post-inmunizacion 6.99 (0-26.79)  8.29 (1.09-25.32) 189.97

Incremento > 4 veces 3/10 4/10 9/10

* Los rangos para las medias geométricas de las concentraciones de IgG se muestran en la Tabla 4.4

* Namero de voluntarios con un incremento de 4 veces o mas en la concentracion de anticuerpos.
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Los niveles de IgA e IgM anti-Hib detectados en los sueros post-inmune de los voluntarios
adultos participantes en el Estudio 1, se dan en la Tabla 4.5. Luego de la vacunacion la
composicion de clases de inmunoglobulinas fue muy parecida para los cuatro grupos. Los
diferentes regimenes de vacuna indujeron incremento tanto de IgG como de IgA e IgM. En
los grupos A, B y C un mayor nimero de voluntarios respondié incrementando las
concentraciones de IgM, IgA e IgG, respectivamente. Sin embargo, no hubo diferencias en

los niveles post-inmunizacion (p > 0.05).

Esta misma composicion de inmunoglobulinas se observa para las vacuas conjugadas
convencionales contra Hib luego de su conjugacion con una proteina “carrier”, pues se
logra asi que el polisacarido capsular de la bacteria se comporte como un Ag DT, (Makela
y col., 1987; Kayhty y col., 1981 y 1988; Holmes y col., 1991; Turner y col., 1991; Jelonek
y col., 1993). Este representa el primer resultado de caracterizacion de la respuesta inmune
inducida por la vacuna Quimi-Hib, que debera ser complementado con la determinacion de

isotipos de IgG y de la funcionalidad y avidez de los anticuerpos.

En resumen, el candidato vacunal fue altamente inmunogénico. Una tnica dosis de Quimi-
Hib indujo un incremento sustancial de los niveles de anticuerpos en el 100% de los
vacunados. Esta respuesta sugirio la posibilidad potencial de su empleo en la prevencion de
la enfermedad invasiva por Hib, lo que unido a los positivos resultados de los estudios de
seguridad y reactogenicidad (no recogidos en este documento), sustentaron la propuesta de

su evaluacion en lactantes y nifios mayores.

4.2.2. Ensayos clinicos en nifios entre 4 y 5 afios de edad

4.2.2.a. Resultados del estudio de fase I

En la Tabla 4.6 se presenta la respuesta de anticuerpos IgG anti-Hib observada en los
diferentes grupos de voluntarios en el ensayo clinico de fase I. En el 100% de los nifios del
grupo A se produjo seroconversion, definida para este estudio como el incremento en 2

veces 0 mas de la concentracion de anticuerpos. En el grupo C seroconvirtieron el 97% de
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los vacunados y en los grupos B y D, el 94% de los nifios. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (p > 0.05). En cambio, entre las MGC de IgG de un mismo
grupo antes y después de la vacunacion si se observan diferencias significativas (p > 0.05).
La mayor variacion se produce en el grupo A, en el que antes de la vacunacion era de

2.24 ng/mL y luego se incremento6 hasta 46.22 pg/mL.

Tabla 4.6 Respuesta de IgG anti-Hib durante el ensayo clinico de fase I en nifios entre

4y 5 aios de edad.
Grupo Media Geométrica de las Concentraciones *°
Vacuna (ng/mL) Seroconversién®
Antes de la Un mes después dela (% incremento de 2 veces o
vacunacion vacunacion mis en la [lgG])
IgG Rango IgG Rango
A
EH1024E 224 1.67-2.99 46.22 30.58-69.87 100
B
EH1026E 249 1.86-3.34 18.98 12.38-29.11 94
C
EH1025E 1.99 1.45-2.72 19.36 13.63-24.37 97
D
Control 4.4 3.07-6.30 39.26 27.49-63.25 94

* No existen diferencias significativas entre los grupos, en las medias geométricas de la

concentracion de IgG, antes y después de la vacunacion (p > 0.05).

® Hay diferencias significativas entre las medias geométricas de la concentracién de IgG para un

mismo grupo, antes y después de la vacunacion (p < 0.05).

C

No hay diferencias significativas entre los grupos, respecto al niimero de voluntarios que

respondieron con un incremento de la concentracion de anticuerpos de al menos 2 veces (p > 0.05).
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Los resultados de la evaluacion de la funcionalidad a través de la determinacion de la

actividad bactericida de los anticuerpos inducidos por la vacunacion aparecen recogidos en

la Tabla 4.7.

Tabla 4.7 Respuesta de anticuerpos bactericidas durante el ensayo de fase I en nifos

entre 4 y 5 afos de edad.

A B C D
EH1024E EH1026E  EHI1025E Control

Anticuerpos bactericidas pre-inmune

N 31 33* 27* 35
Nuamero de nifios 2 3 3 4

% 6.5 9.1 11.1 11.4
Promedio para los grupos de

estudio y control 8.7% 11.4%

Anticuerpos bactericidas post-inmune

N 31 33k 32%* 35
Numero de nifios 31 29 24 31
% 100 87.9 75 88.6

Promedio para los grupos de

0 0
estudio y control 87.5% 88.6%
D1ferer3¢1a entre las proporciones 93.5% 78.8% 63.9% 172
(después - antes) para cada grupo
Diferencia entre los promedios de 78.8% 77 204

las proporciones (después - antes)

N - Numero total de nifios en cada grupo
* No se analiz6 un suero en el grupo B y seis sueros en el C por insuficiente volumen de muestra.

** No se proces6 un suero en el grupo B por insuficiente volumen de muestra y no se analizé otro

en el C por abandono del estudio.

La proporcion de nifios con anticuerpos bactericidas 30 dias después de administrada la
dosis de vacuna, varia entre los grupos. En los que se administro el candidato vacunal (A y

B), los porcentajes de nifios con anticuerpos bactericidas son superiores (93.5% y 78.8%,
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respectivamente) al observado en el grupo control (D = 77.2%). Sélo el grupo C, mostro
una proporcion menor (63%). Promediando los porcentajes de los grupos A, By C se
encuentra que la proporcion de nifios con anticuerpos bactericidas es ligeramente mayor
que para el grupo control (78.8% contra 77.2%), pero en términos generales la actividad
bactericida en los diferentes grupos no difirié significativamente de la actividad inducida

por la vacuna control.

Los resultados de este ensayo corroboran los obtenidos en los estudios de fase I en adultos.
Los tres lotes del candidato vacunal evaluados mostraron un perfil de inmunogenicidad
preliminar tan bueno como el de la vacuna control. Se encontré6 que los nifios estaban
protegidos antes de la vacunacidon y que esta actué como una dosis de refuerzo que
reestimuld una respuesta inmune previa de células B de memoria, induciendo elevadas
concentraciones de anticuerpos que no difirieron significativamente de los inducidos por la
vacuna control. Esto constituye otra evidencia a favor del empleo del antigeno sintético

contra Hib como principio activo de una vacuna contra este agente.

4.2.2.b. Resultados del estudio de fase I1

La respuesta de anticuerpos observada en los diferentes grupos de voluntarios en el ensayo
clinico de fase II en nifos entre 4 y 5 anos de edad se muestra en la Tabla 4.8. Como puede
apreciarse en ella, la MGC de anticuerpos pre-inmunes en todos los grupos fue superior a
1 ng/mL, lo que sugiere que todos los nifios tenian en el suero niveles de anticuerpos

protectores contra la infeccion por Hib (Anderson, 1984; Kaythy y Makela, 1984).

Para los valores de las MGC antes y después de la vacunacion se reportan diferencias
significativas en todos los grupos. La estimulacion de la respuesta inmune con la
vacunacion se puso de manifiesto en los grupos A y B con seroconversion en el 89% de los
nifios. Para el grupo C la seroconversion fue mayor (97.5%), de manera que se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, que pudiera asociarse al

empleo de adyuvante con la vacuna control.
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De la misma forma, la mayor variacion de la MGC de IgG se produce en el grupo C, donde
la concentracion se incrementa de 2.80 pg/mL hasta 64.29 pg/mL. En los grupos Ay B la
variacion de MGC IgG antes y después de la vacunacion es menos notable, por lo que se
constataron diferencias significativas entre estos y el grupo C. Este resultado no tiene
implicacion a los efectos de la evaluacion de la inmunogenicidad, pues el valor que se toma
como referencia para considerar protegidos a los vacunados a largo plazo es de 1pg/ml, y
en este estudio, todos los nifios, después de recibir una dosis de vacuna, sobrepasaron esa

cifra (Anderson, 1984; Kayhty y Makela, 1984; Wegner y Heath, 1999).

Tabla 4.8. Respuesta de IgG anti-Hib durante el ensayo clinico de fase II en nifos

entre 4 y 5 afos de edad.

Media Geométrica de las Concentraciones *°

Grupo (ug/mL) Seroconversion®
Vacuna Antes de la Un mes después de la (% incremento de 2
vacunacion vacunacion veces o més en la
IgG Rango IgG Rango [1eGD
A
EHI025E  2.66 2.35-3.04 27.35 23.35-32.03 89.5
B
EHI026E  2.67 2.38-2.99 31.01 26.4-36.4 89.7
C
Control ~ 2.80 2.38-2.99 64.29 55.1-74.98 7

* Hay diferencias significativas entre las medias geométricas de la concentracion de IgG antes y

después de la vacunacion, entre los grupos A y B y el grupo control (p > 0.05).

® Hay diferencias significativas entre las medias geométricas de la concentracion de IgG dentro de

los grupos, antes y después de la vacunacion (p < 0.05).

¢ Hay diferencias significativas en las proporciones de seroconversion entre los grupos vacunados con

Vaxem-Hib y los vacunados con Quimi-Hib (p > 0.05).
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Considerando entonces que concentraciones de IgG por encima de 5 pg/mL se asocian con
la eliminacion del estado de portador nasofaringeo de Hib (Takala y col., 1991), se
procedio a hacer un analisis de los resultados de este ensayo tomando en cuenta tal criterio.
En la Tabla 4.9 puede observarse como a pesar de que existen diferencias en las
proporciones de seroconversion entre los grupos que recibieron la vacuna Quimi-Hib y el
grupo control (vacuna Vaxem-Hib), son similares las diferencias de las proporciones pre-

inmunizacion y post-inmunizacion de las concentraciones de 1gG > 5 pg/ml.

Tabla 4.9. Distribucion del nimero de nifios en los diferentes grupos de estudio,

atendiendo a los niveles de IgG antes y después de la vacunacion.

Niveles de IgG pg/mL
<0.15 >015y<1 >1y<S5 =5 Total
Verntes . 39 183 90 312
(125%)  (58.65%)  (28.85%)  (100%)
Después
: 8 304 312
Vaxem-Hib 0 0 (256%)  (97.44%)  (100)%
Diferencia
o 0 125 -54.09 68.6 i
0 ‘Ai‘;;elfﬁb 2 97 399 164 624
uimi- (032%)  (15.54%)  (63.94%)  (2628%)  (100%)
Después
Quimi-Hib 0 b ol o 024
(0.16%) (8.65%)  (9727%)  (100%)
Diferencia
o 2030 11538 45529 70.99 i

Al inicio del estudio s6lo dos nifios de los asignados a los grupos que recibirian la vacuna
Quimi-Hib (uno en el A y otro en el B) tenian niveles de anticuerpos inferiores a
0.15 pg/mL, pero mas del 25% de todos los nifios, sin hacer distincion de la vacuna que
recibirian, tenian concentraciones por encima de 5 pg/ml. Este resultado se discute con

mayor profundidad mas adelante (Acapite 4.2.2.c).
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Al promediar las proporciones de los nifios que 30 dias después alcanzan concentraciones
superiores a 5 pg/ml, con respecto a los que no llegaban a estos niveles al comenzar el
estudio, no se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y
los grupos A y B, considerados como uno solo para el analisis (68.6% y 70.99%,

respectivamente).

El hecho de que en un gran niimero de nifios, independientemente de la vacuna recibida, se
desarrollaran concentraciones de anticuerpos superiores a este valor, representa el resultado
de mayor impacto en el estudio. La vacunacion, ademas de proporcionar un beneficio a los
niflos voluntarios, podria contribuir a la disminucion de la transmision de Hib entre la
poblacion infantil de la comunidad en que se desarroll6 el ensayo clinico (Anderson y May,

1985; Anderson, 1992; Makela y col., 1995).

De manera general, los dos lotes evaluados del candidato vacunal mostraron un perfil de
inmunogenicidad tan bueno como el de la vacuna control. Como en el ensayo de fase I, los
nifios estaban protegidos antes de la vacunacion y esta actué como una dosis de refuerzo
que reestimuld una respuesta inmune previa contra el antigeno capsular de Hib, induciendo
elevados niveles de anticuerpos. Aunque se encontraron diferencias significativas en las
MGC de IgG alcanzadas por los grupos luego de la vacunacion y en cuanto a los
porcentajes de seroconversion, tales resultados no restan méritos a la inmunogenicidad
generada por Quimi-Hib, pues todos los nifios incrementaron la concentracion de
anticuerpos, incluso a niveles reportados como capaces de prevenir el estado de portador
nasofaringeo. Esto constituye otra evidencia a favor del empleo del antigeno sintético

contra Hib como principio activo de una vacuna contra este agente.

4.2.2.c. Inmunidad naturalmente adquirida y estudio del estado de portador nasal y

faringeo en nifos entre 4 y 5 afios de edad.

Luego de que la OMS recomendara la inclusion de una vacuna conjugada contra Hib en los
programas de inmunizacidon de los paises en los que los recursos lo permitan, son escasos

los estudios dirigidos a conocer los niveles de anticuerpos contra este agente, en la
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poblacién infantil sin vacunar (Quir6s y col., 1996; Lopez-Yap y col., 2001).

En la Tabla 4.10 se presentan los resultados del analisis de las concentraciones de
anticuerpos en los sueros obtenidos justamente antes de la vacunacién, de todos los nifios
entre 4 y 5 afios de edad incluidos en el estudio de fase II antes descrito. En el 99.7% de los
sueros se detectaron niveles protectores de anticuerpos contra Hib (> 0.15 pg/ml). Sélo en
dos sueros no se demostrd proteccion. En un alto porcentaje de nifios se encontraron
concentraciones de IgG entre 1 y 5 pg/mL y > 5 pg/mL (62.17% y 27.137%,
respectivamente). Niveles de anticuerpos que correlacionan con proteccion inmediata, pero
de corta duracion (> 0.15 y < 1pug/mL), se observaron en el 14.52% de los sueros (Makela,

1977; Eskola y col., 1985 y 1990). La MGC fue de 2.71pug/mL.

Table 4.10 Niveles de IgG anti-Hib adquiridos de forma natural en una muestra

representativa de la altima cohorte de nifios no vacunados en Cuba.

Niveles de IgG anti-Hib Numero de % MGC
/mL nifnos
(ng/mL) (ug/mL)
<0.15 2 0.32
>0.15y <1 136 14.52
2.71%*
>1y<5 582 62.17
>5 254 27.13

*p <0.05, Intervalo de confianza: 2.54 — 2.78

Los resultados de los exudados nasales y faringeos tomados a los nifios en ambos estudios
arrojaron preliminarmente 16 cultivos positivos para H. influenzae, pero sélo en un caso se
confirmo la identificacion para el tipo b. Esto representa un 0.1% de portadores nasales de
Hib en el grupo de nifios estudiados. El resto de los aislamientos resultaron no tipables

serologicamente.
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Estudios similares realizados en Finlandia antes de que la vacunacién contra Hib se
constituyera en una practica extendida a través de todo el mundo, concluyeron que la
mayoria de los nifios entre 4 y 5 afos de edad portaban niveles protectores de anticuerpos
contra Hib. En dichas investigaciones se reportd un 79% de nifios con concentraciones
superiores a 0.15 pg/mL y un 32% con concentraciones mayores a 1 pg/mL (Kaythy y col.,
1991 y 1992). Altos niveles de anticuerpos anti-Hib en mas del 80% de los nifios de este
mismo grupo de edad fue también descrito por Acharya y colaboradores en un estudio
realizado en la India en 1997. Sin embargo, la MGC en ambos estudios (0.48 pg/mL en
Finlandia y 0.94 pg/mL en la India) es inferior a la demostrada en este, para la ultima

cohorte de nifios cubanos entre 4 y 5 afios de edad no vacunados contra Hib.

Los altos niveles de anticuerpos contra Hib encontrados en este grupo de nifios
(MGC = 2.71pg/mL) sugieren que desarrollaron una respuesta inmune de adaptaciéon como
consecuencia de la exposicion natural a la bacteria. En el periodo anterior a la vacunacion
la mayoria de los nifios entre 4 y 5 afios de edad habian adquirido inmunidad “natural” a
través de infecciones asintomaticas por Hib, pero en la medida en que se fue extendiendo el
uso de las vacunas conjugadas, la proporcion de nifios que constituyen portadores
nasofaringeos de la bacteria ha disminuido. Se especula sobre la posibilidad de que la
exposicion natural a otros microorganismos con estructura antigénica comin pueda
estimular el desarrollo de anticuerpos contra la capsula de Hib. Tal es el caso de los
anticuerpos inducidos durante la colonizacion por E. coli K-100, otras enterobacterias y
Staphylococcus aureus (Bradshaw y col., 1971). E. coli K-100, por ejemplo, constituye un
microorganismos frecuentemente aislado en paises en desarrollo y se ha demostrado que su
presencia estimula la produccion de anticuerpos anti-Hib (Schneerson y Robbins, 1975;

Puliyel y col., 2001).

Ademas de prevenir la infeccion invasiva, las vacunas conjugadas contra Hib reducen el
estado de portador nasofaringeo debido a que inducen el desarrollo de anticuerpos en las
mucosas, lo que previene la colonizacion (Kayhty, 1998). Como consecuencia de la

vacunacion, la transmision de Hib disminuye dentro de la poblacion infantil, resultando
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protegidos incluso los nifios no vacunados. Esto podria explicar el hallazgo de s6lo un
portador entre los nifios incluidos en el estudio. Otra posible explicacion la constituye
precisamente el hecho de que en un gran nimero de ellos (27.13%) se evidenciaron
concentraciones de anticuerpos por encima de 5 pg/mL. Aunque la correlacion entre los
niveles de anticuerpos requeridos para la erradicacion del estado de portador nasofaringeo
de Hib no esté bien establecida, parecen ser necesarias altas concentraciones de anticuerpos
anti-Hib para evitar la colonizacion, superiores a las requeridas para prevenir la infeccion

invasiva (Takala y col., 1991; Goicochea y col., 2002; Romanin y col., 2007).

Este estudio mostr6é en un grupo de nifios, representativo de la ultima cohorte no vacunada
contra Hib en Cuba, altas concentraciones de anticuerpos anti-Hib, lo que aporta una
evidencia adicional de que en muchos paises en desarrollo la poblacion infantil adquiere
inmunidad natural activa contra este agente desde etapas tempranas de la vida (Tastan y
col., 2000; Puliyel y col., 2001; Clemens y col., 2003). Observaciones como esta son las
que toma en consideracion la OMS al recomendar que la estrategia de vacunar a todos los
ninos menores de 5 anos de edad debe ser solo considerada por aquellos paises donde
pueda ser afrontada sin afectar los recursos destinados a la vacunacion de los lactantes

(WHO, 1998).

La inmunidad natural para Hib parece ser diferente para los nifios de distintos paises, lo que
esta sujeto a la influencia de factores geograficos, genéticos y sociales. Altos niveles de
inmunidad natural se asocian a una alta endemicidad de la bacteria en regiones especificas,
y al mismo tiempo es posible que en determinadas poblaciones se produzca una respuesta
inmune menor que en otras, ante la exposicion a la bacteria (Tastan y col., 2000; Gallo y

col., 2002).

Teniendo como base los resultados de estudios similares a este, se hace evidente que para
evitar gastos innecesarios de recursos, cada pais que se proponga la vacunacion contra Hib
de la poblacion infantil entre 1 y 5 afios, debe investigar en este grupo el estado de la

inmunidad naturalmente adquirida.

70



IV. Resultados y Discusion

4.2.3. Ensayos clinicos en lactantes

4.2.3a. Resultados del estudio de fase I

Tabla 4.11 Respuesta de anticuerpos en los lactantes incluidos en el estudio de fase I,

un mes después de la tercera dosis.

Grupo
A B C D E
(Control)  (EH 2002+ (EH2003+  (EH1025E)  EH 1026E)
FA 2001 T)  FA 2002 T)
- Ig(/}mL* 24/24 19/19 23/23 29/29 18/18
=1ne (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
. Slg(/;mL 24/24 18/19 18/23 28/29 17/18
=S ne (100%) (94.7%) (78.3%) (96.6%) (94.4%)
MGC IgG post
Imunizacion 93.69 107.77 28.22 35.5] 46.53
(ng/mL)
MGC IgM post
hmunizacion 1.45 1.14 0.97 1.5 1.18
(ng/mL)
MGC IgA post
Inmunizacion 0.33 0.6 1.22 0.59 0.44
(ng/mL)
No. voluntarios
con anticuerpos 22/24 18/19 13/22 24/29 16/18
bactericidas  (91.7%) (94.7%) (59.1%) (82.8%) (88.9%)

* E1 100% de nifios en todos los grupos alcanzaron concentraciones de IgG por encima de 1 pg/mL

luego de la tercera dosis de vacunacidn, lo que les confiere proteccion a largo plazo.

En el 100% de los sueros pre-inmunes la concentracion de IgG anti-Hib fue superior a

0.15 pg/mL y solo en el 26.78% la concentracion fue inferior a 1 pg/mL. La MGC de IgG

antes de la vacunacion fue de 2.78 pg/mL. Se pudieron comprobar asi, niveles de
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anticuerpos protectores similares a los reportados para los lactantes a los 2 meses de edad
en otros estudios (Ward y col., 1981; Anderson, 1984, Kaythy y Makela, 1984; Kayhty y
col., 1991 y 1992). En la Taba 4.11 se resumen los resultados de la evaluacion de la
inmunogenicidad un mes después de la tercera dosis, cuando el 100% de los lactantes en

todos los grupos tuvieron niveles seroprotectores de IgG anti-Hib, mayores a 1 pg/mL.

En los dos grupos en los que se administr6é la vacuna Quimi-Hib sin adyuvante (D y E),
mas del 94% de los lactantes alcanzaron cifras de anticuerpos incluso superiores a
5 pg/mL, mostrando de esta forma una respuesta inmune similar a la observada en los
grupos A (grupo control) y B (candidato vacunal con adyuvante), pero mejor a la
desarrollada por los lactantes del grupo C, donde la vacuna Quimi-Hib fue administrada
también con adyuvante. La MGC de IgG se incrementd en todos los grupos luego de la
vacunacion. El candidato vacunal sin adyuvante generd un incremento de anticuerpos de 35
a 46 veces sobre el limite seroprotector. La similitud del comportamiento de ambos grupos
(D y E) indica la equivalencia de los lotes de vacunas utilizados. En cambio, mientras que
uno de los lotes del candidato cubano con adyuvante (grupo B) indujo una MGC de IgG de
107.77 pg/mL (es decir, 100 veces el umbral), el grupo C difiri6 significativamente en la
MGC alcanzada con su empleo (28.22 pg/mL).

La actividad bactericida de los anticuerpos inducidos en los diferentes grupos de estudio
correlaciond positivamente con la concentracion de IgG anti-Hib. En todos los grupos mas
del 80% de los lactantes portaron anticuerpos bactericidas, exceptuando nuevamente al
grupo C, donde a pesar de administrarse el candidato adyuvado a fosfato de aluminio, sélo
se demostraron anticuerpos bactericidas en el 59.1% de los sueros. Al grupo B en cambio,
le corresponde la mayor MGC de IgG y la mayor actividad bactericida. El mejor y peor
comportamiento a la vez, de uno y otro lote de Quimi-Hib con adyuvante, induce a
cuestionar la potencialidad de este en el incremento de la inmunogenicidad del candidato en
la formulacién probada, o la homogeneidad en la produccion de los lotes de vacuna

administrados en los grupos B y C; pero esto necesita ser demostrado.
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En todos los grupos se detectaron anticuerpos anti-Hib de los isotipos IgM e IgA
(Tabla 4.11). La produccion de IgA en menor o mayor grado, habla a favor de una
maduracion de la respuesta inmune y de memoria inmunolédgica, pero no guarda relacion
con el incremento de la actividad bactericida dado que este isotipo de anticuerpos es un
pobre activador de la via clasica del complemento. Asi puede verse, como al grupo C, el de
mas baja concentracion de IgG y de actividad bactericida, le corresponde la mayor MGC de
IgA. Para el resto de los grupos, donde la MGC de IgM es superior, el numero de
voluntarios con anticuerpos bactericidas es también mayor. Esta relacion proporcional
parece estar dada por el hecho de que las moléculas de IgM con sus cinco sitios de
reconocimiento y de unién al antigeno pueden contribuir mejor a la actividad bactericida
mediada por el complemento (Turner, 1996; Goldsby y col., 2000). No obstante, las
vacunas conjugadas contra Hib no causan un sustancial incremento de los niveles de IgM
en el suero de los individuos vacunados (Reid y col, 1993; Madore y col., 1990b; Baggett y
col., 2000).

Los resultados de este estudio condicionaron la ejecucion de un ensayo clinico de fase II en
lactantes, para la evaluacion de la inmunogenicidad del candidato vacunal sin adyuvante y

adyuvado a fosfato de aluminio.

4.2.3b. Resultados del estudio de fase I1

En la Tabla 4.12 se exhiben las MGC de IgG y los porcentajes de actividad bactericida
para cada grupo de estudio en el segundo ensayo clinico conducido en lactantes. Como
puede apreciarse, los grupos B y C, que se corresponden con los que recibieron Quimi-Hib
con adyuvante y sin adyuvante, respectivamente, no difieren entre si en cuanto a las MGC
de IgG (grupo B - 24.84 pg/mL, grupo C - 25.53 pg/mL) un mes después de la tercera
dosis. En cambio, la MGC del grupo control (83.14 pg/mL) si difiere significativamente.
Este resultado no tiene implicaciones a los efectos de la evaluacion de la inmunognicidad
de Quimi-Hib, pues con todos los regimenes de vacunas se logra generar seroproteccion en
la totalidad de los vacunados, independientemente de las diferencias en los niveles de

concentracion de IgG alcanzados (Tabla 4.13).
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De manera general, y retomando los resultados de la fase I en lactantes (Tabla 4.11), las
MGC de IgG son mas elevadas que las reportadas por la gran mayoria de los ensayos
clinicos publicados mundialmente. S6lo son comparables a los obtenidos por Lolekha y col.
en el 2001, al evaluar la inmunogenicidad de una vacuna conjugada contra Hib del tipo
PRP-T combinada con la DPT (31 - 61 pg/mL), y con los publicados en un estudio en
lactantes venezolanos (37.9 pg/mL) también con una vacuna conjugada del tipo PRP-T

(Castillo de Febres y col., 1994).

Tabla 4.12 Respuesta de anticuerpos en los lactantes incluidos en el ensayo clinico de

fase I1.

Grupo
A B C
(Control) (EH 2011E + FA) (EH 2007E)
MGC IgG 83.14 pg/mL* 24.84 pg/mL 25.53 pg/mL
post-inmunizacion
(Rango) (72.02-95.97) (21.16-29.15) (21.93-29.15)
No. voluntarios con 219 183 187
anticuerpos 0 sk o o
bactericidas (93.19%) (73.49%) (76.01%)

*  p>0.05. Difiere significativamente de la de los grupos By C.
**  p=0.00. Hay diferencias estadisticamente significativas a favor del grupo control, entre las

proporciones de nifios con anticuerpos bactericidas.

Por otra parte, la determinacion de la funcionalidad de los anticuerpos a través de la
deteccion de la actividad bactericida, permitio demostrar que los grupos B y C se
comportan de forma semejante. En el grupo B, el 73.49% de los sueros evaluados
mostraron actividad bactericida y en el grupo C se hizo evidente para el 76% de los sueros.
En un porcentaje mayor en el grupo A (93.19%) se puso de manifiesto la actividad

bactericida de los anticuerpos, por lo que el comportamiento de este difiere
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significativamente del observado en los grupos B y C. Sin embargo, este resultado también
carece de relevancia a los efectos de la comparacion de la inmunogenicidad generada por la
vacuna control y el candidato vacunal, pues entre los requisitos exigidos para la produccion
y control de vacunas conjugadas contra Hib, no se especifican en que cantidad de los
voluntarios participantes en los ensayos, deben demostrarse anticuerpos con actividad

bactericida (WHO, 2000).

En la Tabla 4.13 se desglosa el porcentaje de lactantes, en los diferentes grupos del estudio,

que alcanzaron concentraciones de IgG > 0.15, 1 y 5 ng/mL.

Tabla 4.13 Porcentajes de lactantes con concentraciones de IgG > 0.15, 1 y 5 pg/mL,

en el ensayo clinico de fase II en lactantes.

IgG = 0.15pg/mL* IgG = 1pg/mL* IgG > Spg/mL

Grupo (%) (%) (%)
A 235 100 100 99.1
(n=233)
B 249 100 99.6 87.6%*
(n = 248) (n=218)
C 246 100 99.6 O1.1%*
(n = 245) (n=1224)

* p > 0.05. No hay diferencias estadisticamente significativas entre las proporciones de nifios con

concentracion de IgG > 0.15 pg/mL y 1pg/mL, entre los grupos.

** Hay diferencias estadisticamente significativas entre las proporciones de nifios con
concentracion de IgG > Sug/mL, a favor del grupo A.
n- Numero total de nifios en cada grupo y numero de niflos que alcanzan los niveles de

concentracion de IgG presentados en la tabla.

Como se aprecia, mas del 99.6% de los vacunados quedaron protegidos contra la

enfermedad por Hib al alcanzar concentraciones por encima de 1 pg/mL, un mes después
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de administrada la tercera dosis de la vacuna, independientemente del grupo de estudio al
que fueron asignados. El 87.6% de los vacunados desarrollaron anticuerpos por encima de
5 ug/mL. No se encontraron diferencias significativas en las proporciones de

seroproteccion entre los grupos.

Los altos niveles de anticuerpos generados por Quimi-Hib contra el polisacarido capsular
de Hib podrian entonces resultar suficientes para garantizar la proteccion contra la
enfermedad invasiva durante el primer ano de vida y hasta recibir la dosis de refuerzo. Para
poder hacer tal aseveracion es necesario el analisis de los resultados obtenidos durante el

ensayo “booster”, en el acapite siguiente.

4.3. Evaluacion de la respuesta inmune tras una dosis de refuerzo de Quimi-Hib.

En la Tabla 4.14 se resumen los resultados del estudio llevado a cabo para la evaluacion de
la inmunogenicidad luego de aplicar una dosis de refuerzo de Quimi-Hib. Se presentan en
ella la cantidad de voluntarios con concentraciones de IgG > 1 y 5 pg/mL y con anticuerpos
con actividad bactericida, en el suero post-primo-vacunacion (30 dias después de la serie
inicial de tres dosis de vacuna), en el suero extraido justo antes de la dosis de refuerzo y 30

dias después.

En el 100% de los nifios antes de recibir la dosis de refuerzo (seccion II en la Tabla 4.14) se
demostraron concentraciones de anticuerpos anti-Hib por encima de 1 pg/mL, después del
refuerzo se mantienen las mismas proporciones. Como esta cifra correlaciona con
proteccion a largo plazo, este es el primer resultado importante del estudio. Permitié poner
en evidencia que 12 meses después los nifios permanecian protegidos, independientemente
de si fueron beneficiados con la vacuna comercial o con Quimi-Hib durante el ensayo
clinico de fase I en lactantes. Este resultado se corresponde con lo reportado por otros
estudios dirigidos a la evaluaciéon de una dosis de refuerzo de vacunas conjugadas

convencionales (Santos y col., 2002; Makela y col., 2003; Huebner y col., 2004).
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Tabla 4.14 Porcentajes de nifios con niveles de IgG > 1 y 5 pg/mL y con anticuerpos

bactericidas, durante la evaluacion de la dosis de refuerzo.

IgG >1 pg/mL IgG =5 pg/mL Ac bactericidas
Grupo
A B C A B C A B C
I

Numero 20 25 31 20 21 29 19 17 28
% 100 100 100 | 100 84 935 | 95 68 90.3
N* 20 25 31 20 25 31 20 25 31
II

Numero 20 25 31 12 17 21 16 20 23
% 100 100 100 | 48 63 67.7 | 80 80 74.2
N* 20 25 31 20 25 31 20 25 31
I

Numero 20 25 31 21 24 31 20 25 31
% 100 100 100 | 100 96 100 | 100 100 100
N* 20 25 31 20 25 31 20 25 31

* Numero de sueros en los que se hicieron las determinaciones.
I- 30 dias después de la primo-vacunacion, II- antes de la dosis de refuerzo, III- 30 dias después de
la dosis de refuerzo, Grupo A: vacuna control en la fase I, B: Quimi-Hib con adyuvante, C: Quimi-

Hib sin adyuvar.

Resulta interesante también, que 30 dias después de la primo-vacunacion, el 100% de los
nifios del grupo A tiene concentraciones de IgG por encima de 5 pg/mL, mientras que para
los grupos B y C, los valores son de 84% y 93.5%, respectivamente. Sin embargo, para este
mismo criterio, justamente antes de la dosis de refuerzo, las cifras se hacen superiores para
los grupos By C (63% y 67.7%, respectivamente), contra un 48% en el grupo A. Una vez
aplicada la dosis de refuerzo, todos los nifios (excepto uno en el grupo B) sobrepasan este
umbral y en el 100% de los sueros se demostro actividad bactericida de los anticuerpos.

Estas observaciones constituyen en conjunto otro importante resultado del estudio, pues
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ponen de relieve la positiva respuesta inmune que se produjo tras una dosis de refuerzo de

Quimi-Hib.

En la Tabla 4.15 se exhiben las MGC de IgG anti-Hib en los tres tiempos considerados para

el analisis de los resultados en el estudio.

Tabla 4.15 Medias geométricas de la concentracion de IgG anti-Hib para cada grupo

durante el ensayo para la evaluacion de la dosis de refuerzo.

Grupo
A B C
MGC IgG (png/mL) 92.83 56.61 34.81
30 dias 95% IC 58.55-145.47 28.8-111.1 22.7-53.5
después de la Mediana 137.1 89.12 39.25
primo-vacunacion Min.; Max. 10.78 ; 276.68 1.37;438.78 2.50;174.2
N* 20 25 31
MGC IgG (png/mL) 6.45 7.4 5.81
pre-refuerzo 95% IC 4.61-8.93 5.36-10.2 4.66-7.24
Mediana 6.98 7.24 6.55
Min.; Max. 1.88;26.59 1.35;25.98 1.78 ; 21.75
N* 20 25 31
MGC IgG (png/mL) 56.69 62.80 59.14
30 dias 95% IC 36.96-85.62  41.26-104.58 41.6-84.8
después de la Mediana 68.85 57.97 54.8
dosis de refuerzo  Min.; Max. 8.27;196.71 3.78 ;67196 7.76;214.6
N* 20 25 31
Razon
MGC después / antes 8.75 8.49 10.2
(95% IC) (5.69-13.46) (5.52-13.1) (7.1-14.3)
Grupo A Grupo A Grupo B
Razén de la diferencia de MGC contrael B contra el C contra el C
antes y después del refuerzo 11 1.09 1
(95% IC) (0.52-2.4) (0.6-2.1) (0.5-2)

* Numero de sueros en los que se determind IgG, 30 dias después de la primo-vacunacion.

Grupo A: Vacuna control en la fase I, B: Quimi-Hib con adyuvante, C: Quimi-Hib sin adyuvar.
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Al término de la primo-vacunacion es mayor para el grupo A (el que durante el ensayo de
fase I en lactantes recibié la vacuna convencional): 92.83 pug/mL, contra 56.61 pg/mL y
34.81 pg/mL para los grupos B y C, respectivamente. Justamente antes de la dosis de
refuerzo, la MGC de IgG termina siendo > 1 pg/mL y similar para los tres grupos (6.45,
7.4y 5.81ug/mL, respectivamente). Los lactantes que fueron vacunados durante el ensayo
de fase I, 12 meses después, tenian niveles de anticuerpos protectores contra la enfermedad
por Hib; la respuesta inmune generada por la vacunacion durante ese ensayo puede ser

calificada de duradera.

Al transcurrir 30 dias de administrada la dosis de refuerzo, la MGC de IgG es sélo
ligeramente superior en el grupo B (62.80 pg/mL) con respecto a los grupos A

(56.69 pg/mL) y C (59.14 pg/mL).

Al culminar este ensayo clinico se pudo afirmar que la respuesta inmune frente a Quimi-
Hib retne los requisitos exigidos por la OMS para la produccion y control de vacunas
conjugadas contra Hib, atendiendo a lo reportado luego de muchos afios de experiencia con

el uso de estas (WHO, 2000), y de acuerdo con lo cual se estipula que deben:

- Inducir concentraciones de anticuerpos contra el polisacarido capsular de
Hib > 1 pg/mL en el 70% o mas de los lactantes vacunados, un mes después de

recibir la serie primaria de inmunizaciones (3 dosis: a los 2, 4 y 6 meses de edad).

- Generar anticuerpos funcionales, demostrados a través de la determinacion de la
actividad de opsonofagocitosis o de la actividad bactericida (para este parametro no

se definen porcentajes o niveles).
- Producir un incremento de la concentracion de anticuerpos contra el polisacarido

capsular de Hib al ser administrada una dosis de refuerzo (efecto “booter”) a los

lactantes que recibieron la serie primaria de inmunizacion.
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Un ultimo requisito, no menos importante, esta relacionado con la respuesta inmune frente
a la proteina empleada como “carrier” (WHO, 2000). En este caso, la concentracion de
anticuerpos contra la anatoxina tetanica fue medida en el suero de los lactantes vacunados
durante los ensayos clinicos y, aunque los resultados de dicha prueba no se incluyen en este
documento, se constatd que no existe interferencia de relevancia clinica en la respuesta
inmune (Dato disponible en los Informes de Ensayo Clinico en lactantes de fase [ y 11, que
formaron parte del Expediente para el Registro de Quimi-Hib, No. Certificado de
Inscripcion: B-03-150-J07, expedido por el CECMED el 5 de noviembre 2003).

80



V. Conclusiones

V. CONCLUSIONES

La alta precision y veracidad obtenidas para el ELISA, confirmaron que este
cumplia con los requisitos exigidos para su uso en la determinacion de

anticuerpos contra el polisacérido capsular de Hib, durante los ensayos clinicos.

La evaluacion de la respuesta inmune en adultos proporciond las primeras
evidencias de la inmunogenicidad frente a Quimi-Hib en humanos, poniendo de
relieve valores de seroconversion que no difieren de los inducidos por la vacuna

control y que no se modificaron con el empleo del adyuvante.

Los resultados del estudio de inmunidad natural, fundamentan retrospectivamente,
el no haber adoptado la estrategia de actualizacion inmunitaria en nifios mayores,

en el momento de la introduccion de la vacuna contra Hib en el PNI en Cuba.

La administracion de Quimi-Hib a nifios entre 4 y 5 afios de edad reestimuld una
respuesta previa de anticuerpos contra Hib. Este estudio permitié pasar con mayor

seguridad a la evaluacién de la inmunogenicidad en la poblacién diana.

Los ensayos en lactantes consolidaron a Quimi-Hib como la primera vacuna
obtenida por sintesis quimica, con alta eficacia clinica en humanos. La

inmunogenicidad inducida por esta no se modificé con el empleo de adyuvante.
Se demostrd una respuesta inmune protectora y duradera frente a Quimi-Hib y se
puso de manifiesto el efecto “booster” al constatarse un incremento de la

concentracion de anticuerpos funcionales luego de la dosis de refuerzo.

La respuesta inmune generada por Quimi-Hib redne los requisitos exigidos por la

OMS para la produccién y control de vacunas conjugadas contra Hib.
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VI. RECOMENDACIONES

- Validar el ELISA empleado durante los ensayos clinicos para la evaluacion de la
inmunogenicidad de Quimi-Hib, luego de la obtencidn de un juego de reactivos
propios, con el objetivo de poder suministrar este servicio durante los estudios
que se prevén para la evaluacion clinica de diferentes combinaciones de Quimi-

Hib con otras vacunas.

- Continuar los estudios de caracterizacion de la respuesta inmune frente a Quimi-
Hib, con la determinacion de subtipos de inmunoglobulinas, subclases de 1gG y

de la funcionalidad y avidez de los anticuerpos.

- Complementar la caracterizacion con estudios de cinética de anticuerpos, que
permitan definir a partir de qué dosis de Quimi-Hib se induce respuesta en los

lactantes.

- Evaluar el efecto del uso de Qumi-Hib en circunstancias especiales para
demostrar su utilidad en la inmunizacion, por ejemplo: de nifios con leucemia e
infecciones recurrentes, de lactantes prematuros y de individuos infectados con el

VIH, entre otros.
- Proyectar estudios de vigilancia para la basqueda de portadores nasofaringeos de

H. influenzae con el objetivo de conocer si se produce el reemplazamiento del

tipo capsular b por otros, luego de la introduccién de Quimi-Hib en el PNI.
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Anexo 1

Diagrama de flujo para la identificacion y confirmacion de H. influenzae

p
Muestra

L (sangre, LCR, exudados)

. N g
Cultivo Coloracion de Gram

Colonias no hemoliticas, opacas, grises o cremas Bacilos gram-negativos, pleomorficos y pequefios

en agar chocolate (en agar sangre no crecen)
J
Requerimiento de factores de
crecimiento [ Serotipificacion en lamina ]
(Discos XV o placa Quad ID)
No requiere ambos factores Requiere ambos factores Negativo Positivo
no es H. influenzae H. influenzae Sin reaccion con el antisuero H. influenzae
El asilamiento puede ser no tipificable Probar frente a los antisueros
(NT) o no ser H. influenzae especificos a, b, c,d, ey f

Susceptibilidad a los
antimicrobianos




Anexo 2

Protocolo del ELISA para la cuantificacion de anticuerpos contra el polisacarido

capsular de H. influenzae tipo b en suero humano

A- Reactivos

Antigeno HbOHA (NIBSC), polisacarido capsular de Hib conjugado a albumina de
suero humano

Suero de referencia internacional As Hib Lote 1983 (FDA)

(19G =60.9 pg/mL, IgM = 3.5 pg/mL, IgA = 5.6 pg/mL)

Conjugado anti-lgG humana obtenida en conejo y conjugada con peroxidasa (DAKO)
Sustrato: o-fenildiamina (OFD)

Suero Fetal Bovino (SFB)

H,SO, 95-97%

Tween 20

H,0, 30%

NaCl libre de Cay Mg

KH,PO,

Na;HPO,

KCI

Acido Citrico

B- Equipos y materiales mas importantes

Computadora con programa ELISA para Windows instalado
Agitador (Vortex)

Lector ELISA (filtro de 490 nm) (Reader 230 S, Organon Teknika).
Lavador de placas de ELISA

Equipo medidor de pH

Balanza

Pipetas multicanal y juego de micropipetas



Anexo 2 (Continuacion)

Puntas azules y amarillas

Placas ELISA (TermoLabsystems)

Placas de dilucion de 96 pocillos con capacidad para un volumen de 1.2 mL/pocillo
Tubos de cristal (100x13) para realizar pre-diluciones

Volumétricosde 1 L

Erlermeyersde 500 mLy 1L

Reservorios pléasticos estériles (50-100 mL)

C- Preparacion de reactivos

1.

Antigeno: Cada vial de Ag HbOHA liofilizado (1 mg) deberé ser almacenado a 4 °C
hasta el momento de su reconstitucion, en el que se adiciona 1 mL de agua destilada
estéril utilizando una jeringuilla. Mezclar bien utilizando un agitador y dejar reposar
por 30 min a la temperatura del laboratorio para asegurar la completa disolucion.
Preparar alicuotas de 50 pL para almacenar a -20 °C. Aquellas que se utilizaran de
inmediato podran ser puestas a 4 °C (méximo de 2 semanas). Evitar los ciclos de

congelacion y descongelacion (son sélo permisibles hasta 4 ciclos).

Preparacion de 500 mL de SFB al 10%: Por largos periodos debera ser almacenado a

-20 °C hasta el momento de su utilizacion.

Remover un frasco y dejar descongelando durante la noche a 2-8 °C.

Colocar 50 mL de SFB en un frasco estéril y completar a 500 mL afiadiendo tampdn
fosfato salina (TFS) 1X estéril (preparado a partir del buffer TFS 10X)

Almacenar a 2-8 °C hasta su uso (nunca por mas de una semana).

Verificar si hay turbidez, sedimento u otra sefial de contaminacién, antes de usar.
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. TES 10X:
Pesar las cantidades indicadas de las siguientes sales:
Sales Cantidad
NaCl 80¢
KH,PO, 2.91g
Na;HPO, 9.97¢
KCI 169

Disolver en 800 mL de agua destilada y completar a 1000 mL en un volumétrico.
Tomar 1 mL, llevar a 10 mL con agua destilada y comprobar pH. Desechar si no se
encuentra entre 7.2 'y 7.4 y repetir el procedimiento hasta este paso.

Conservar a temperatura de laboratorio hasta por 3 meses. Afadir para su mejor

preservacion 2 mg de NaNs.

. TFS 1X + Tween 20 (Tampon de lavado):

Tomar 100 mL del TFS 10X y adicionar 900 mL de agua destilada.
Comprobar pH (7.2-7.4).
Afadir 2,5 mL de Tween 20 y mezclar bien.

Conservar a temperatura de laboratorio hasta su uso.

. H,SO4 2M: Para preparar 1L, afiada 100 mL de H,SO, concentrado (95-97%) a
900 mL agua estilada.

. Sustrato: El procedimiento que a continuacion se describe permite preparar una
cantidad de sustrato suficiente para una placa.

Pesar 6 mg de OFD y disolver en 15 mL de tampdn Citrato.

Adicionar 6 pL de H,0, al 30% justamente en el momento en que corresponde afadir

el sustrato a las placas de ELISA.
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7. Tampdn Citrato:

e Solucion A: Preparar Acido Citrico 0.1 M.
e Solucion B: Na;HPO,4 0.02 M
Mezclar 49 mL de A con 51 mL de B. Comprobar que el pH sea igual a 5.

8. Conjugado: Se prepara utilizando como diluente SFB al 10%. Atendiendo a las
recomendaciones del fabricante y a determinaciones realizadas en el laboratorio se
define la dilucién 6ptima del conjugado.

Ejemplo: Si se determina que la dilucion éptima del conjugado es 1/5000, a 50 mL de

SFB 10% se afiaden 10uL de anti-lgG humanan conjugada con peroxidasa.

D- Preparacion de las muestras de suero

Las diluciones de los sueros deberdn ser preparadas el mismo dia en que se realizara el

ensayo. Los sueros son afiadidos a las placas de acuerdo a la disposicion planteada en el

esquema de trabajo de una placa ELISA que se muestra mas adelante.

e Pre-dilucién del suero Hib 1983 (1/250): Poner en un tubo de cristal 1 245 pL de SFB
10% y afadir 5 pL del suero de referencia.

e Pre-dilucidn del suero Control +: Poner en un tubo de cristal 1 245 pL de SFB 10% y
afiadir 5 pL del suero control positivo.

e Alas columnas 5y 9 de las placas de dilucion afiadir 500 pL de SFB 10%, al resto
afiadir solo 400 pL.

e Alospocillos Aly B1 afiadir 100 pL de la pre-diluciéon 1/250 de Hib 1983 para de
esta forma lograr una dilucién 1/ 1 250.

e Alos pocillos C1y D1 afiadir 100 pL de la pre-dilucién 1/250 del Control + para de

esta forma lograr una dilucion 1/ 1 250.
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Esquema de trabajo en una placa de ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Hib Suero 1 1 1 1 Suero 5 5 5 5
1983*

1/1250 | 1/6250 | 1/31250 | 1/156250

Hib Suero 1 1 1 1 Suero 5 5 5 5
1983
1/1250 | 1/6250 | 1/31250 | 1/156250

Control Suero 2 2 2 2 Suero 6 6 6 6
+

1/1250 | 1/6250 | 1/31250 | 1/156250

Suero 2 2 2 2 Suero 6 6 6 6
1/1250 | 1/6250 | 1/31250 | 1/156250
Blanco | Blanco | Blanco | Blanco Suero 3 3 3 3 Suero 7 7 7 7
Blanco | Blanco | Blanco Blanco Suero 3 3 3 3 Suero 7 7 7 7
Blanco | Blanco | Blanco Blanco Suero 4 4 4 4 Suero 8 8 8 8
Blanco | Blanco | Blanco Blanco Suero 4 4 4 4 Suero 8 8 8 8

= Hib 1983 - Suero de referencia a partir del cual se construye la curva patrén.
Control + - Suero empleado como control positivo, obtenido a partir de un adulto vacunado
Sueros 1, 2, 3,y 4 - Sueros problemas en los que se quiere determinar la concentracién de

anticuerpos contra el polisacarido capsular de Hib.



Anexo 2 (Continuacion)

A los pocillos A5 y B5 afiadir el suero problema No.1, a los pocillos C5y D5 afadir
el suero No.2....., a los pocillos G8 y H8 afiadir el suero No.8, segun se indica en el

esguema de trabajo.

Nota: Se afladiran 2uL de los sueros problema cuando se requiera una dilucion 1/250, y

10 pL cuando se requiera una dilucion 1/50. Para sueros que necesiten ser diluidos

1/1 250 o mas, se prepararan pre-diluciones en tubos de cristal.

Realizar diluciones dobles (factor de dilucion 5): Utilizar una pipeta multicanal para
transferir 100 pL de los pocillos de lacolumnalala2,dela2ala3,ydela3ala4.

Seguir el mismo procedimiento para las columnas5ala8y9alal2.

E- Método.

Preparar la dilucion del Ag HbOHA que se determine como Optima para el
revestimiento de las placas de ELISA, partiendo de una de las alicuotas de Ag
almacenadas a -20 °C.

Ejemplo: Si se determina que la dilucién 6ptima es 1/1000, lo que se corresponde con
una concentracion de 1ug/mL, se toman 10pL de Agy se diluyen en 10 mL de TFS
1X. Esto es suficiente para revestir una placa.

Afiadir 100 pL de esta dilucion del Ag a cada pocillo. Cubrir la placa e incubar toda
la noche a 37 °C en camara htimeda.

Lavar con TFS 1X + Tween 0.05% (4 ciclos de 300 uL/ pocillo, cada uno).

Afadir a cada pocillo 100 puL de SFB 10% para bloquear reacciones no especificas e
incubar por 1 h a 37 °C en camara htimeda.

Durante este tiempo preparar las diluciones de los sueros tal y como se indica en el
procedimiento D.

Transcurrida una hora de incubacion descartar el SFB 10% volteando firmemente las
placas de ELISA 'y secar estas sobre papel de filtro.

Transferir a las placas de ELISA 100 uL de cada una de las diluciones de los sueros.

Cubrir las placas e incubar por 2 h en las mismas condiciones.
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e Lavar con TFS 1X + Tween (4 ciclos de 300 pL).

e Afadir a cada pocillo 100 pl de la dilucion éptima del conjugado e incubar por 2 h.

e Lavar con TFS 1X + Tween (3 ciclos de 300 uL).

e Afiadir a cada pocillo 100 pL del sustrato e incubar a la temperatura del laboratorio
(en la oscuridad) durante el tiempo que se determine como éptimo.
Ejemplo: 15, 20, 25 6 30 min.

e Afadir 100 pL de H,SO,4 2M a cada pocillo para detener la reaccion.

e Leer laDO utilizando un lector ELISA con filtro de 490 nm.

F- Calculo de los Resultados.
Se utilizard el procedimiento descrito en el Manual del Programa ELISA para Windows
Version 1 del CDC.
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Calculo de los limites de concentracion aceptables del suero control positivo, en el

ELISA para la cuantificacion de anticuerpos contra H. influenzae b

Estos calculos se realizaron para el suero control positivo, proveniente de un adulto
vacunado contra H. influenzae b. La seleccion de este se hizo atendiendo a la buena
respuesta de anticuerpos del tipo 1gG.

o Se listaron los valores de concentracion de 1gG obtenidos para el suero en 70 ensayos.
Se determin la desviacion estandar (DE) y la media aritmética (X). Se calculé ademas
el coeficiente de variacion (CV).

CV % = (DE / X) x 100

Procurando que el CV fuera igual a 10 se excluyeron aquellos valores de concentracion que
se alejaban mucho de la media aritmética calculada y se recalculé la Xy la DE.

e Se calcularon los limites de aceptacion superior e inferior, empleando las siguientes

formulas.

Limite superior = (3x DE) + X
Limite inferior = (3 x -DE) + X

e Los célculos se realizaron utilizando el programa de computacion Excel.
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Evaluacion de variantes diferentes en el modo de construir la curva de calibracién
del ELISA

A- Metodologia

1. Variantes de la curva

Variante 1: Se denomino asi, a la propuesta por el LNRH-IPK. Utiliza factor de dilucién
igual a cinco y se realizan cuatro diluciones de estandar (1/1 250 a 1/156 250), con dos
réplicas cada una.

Variante 2: Aplica un factor de dilucion igual a dos, se comenzé a diluir el estdndar a
partir de la dilucion 1/600 y se hicieron nueve diluciones de este (1/600 a 1/153 600), con

dos réplicas de cada una (Carlone y col. 1991).

2. Sueros

Sueros provenientes de 65 nifios vacunados contra Hib, participantes en un ensayo clinico
que no se describe en este documento. Se hicieron en total 130 determinaciones (2
muestras por nifio), pues en dicho ensayo se realizaron extracciones de sangre a los 17 y

19 meses de edad.

3. Procedimiento

Bajo las mismas condiciones de trabajo se montaron ambas curvas de calibracion y se

determind la concentracion de anticuerpos contra Hib para los mismos sueros. Los

resultados obtenidos fueron comparados utilizando la prueba U de Mann-Whitney.
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B- Resultados

Las concentraciones de IgG anti-Hib para cada uno de los sueros se representan
esquematicamente en la figura siguiente. Para conocer en detalle los valores obtenidos en

cada caso, puede consultarse la tabla que aparece al final de este anexo.

1gG wmL
80

60

40

20 +—— »> > *

o 10 20 30 40 50 60

& Variante 1 (17 meses) Variante 2 (17 meses) ]

19gG w/mL

260

240

220

200

160

140 -

100 + -—

60 = - -

40 - - -

20 - 5 5 = - = - L

o 10 20 30 40 50 60

Sueros

Variante 1 (19 meses) = Variante 2 (19 meses) ]

Figura. Representacion de los valores de IgG anti-Hib obtenidos a través de las dos

variantes evaluadas para la construccion de la curva de calibracion.
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C- Discusion

Ambas formas de construir la curva de calibracion conducen a resultados de
concentracion de 1gG muy similares para un mismo suero, pues los puntos aparecen
superpuestos 0 muy préximos entre si. Esto se observo para todos los sueros en ambos
tiempos de extraccion. Al aplicar la prueba U de Mann-Whitney se demostré que los
datos provenian de las mismas poblaciones pues tenian las mismas distribuciones, no
observandose diferencias significativas en los resultados obtenidos para un mismo suero.
Esto permite afirmar que ambas formas de construir la curva patron arrojan resultados

similares y aporta un elemento mas en la confirmacion del sistema ELISA.

Con esta prueba queda abierta la posibilidad de aplicar en futuros estudios la variante de
curva de calibracion propuesta por Carlone, si asi se estimara necesario; aunque teniendo
en cuenta el ahorro que se hace del material de referencia en la variante 1, esta pudiera
constituir la opcion méas conveniente hasta disponer de un material de referencia
secundario. Cada laboratorio es responsable de seleccionar las diluciones del suero de
referencia a partir del cual se genera la curva de calibracion, asi como del suero de
control de calidad y del conjugado, que resulten méas apropiadas para la obtencion de una

curva til en sus condiciones especificas (Carlone y col. 1991).
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Concentraciones de anticuerpos anti-Hib (ug/mL)

Voluntario Variante 1 Variante 2
No. Curva LNRH-IPK Curva Carlone
17 meses 19 meses 17 meses 19 meses
2 11.82 101.36 11.73 92.82
3 18.03 115.86 18.31 104.4
4 6.65 45.13 5.81 41.34
5 13.38 29.29 11.99 23.83
8 15.71 126.62 13.71 109.97
9 6.82 85.62 5.66 74.42
10 8.08 13.16 7.46 17.87
13 6.61 13.16 6.1 12.73
14 20.19 69.64 18.49 63.41
24 4.71 11.03 5.02 11.16
25 2.85 15.29 3.32 14.37
27 28.74 103.2 30.22 93.33
28 6.53 56.79 6.92 54.32
29 3.99 28.71 4.7 30.35
30 10.75 110.29 12.68 123.53
31 14.7 29.55 15.42 29.11
33 19.97 44.34 23.27 47.5
35 11.29 76.61 17.41 109.25
36 7 12.39 13.17 25.91
42 3.48 275 7.08 35.42
44 6.07 50.76 5.6 56.61
45 10.96 20.32 12.29 27.74
46 6.61 75.06 8.6 83.03
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Concentraciones de anticuerpos anti-Hib (ug/mL)

Voluntario Variante 1 Variante 2
No. Curva LNRH-IPK Curva Carlone
17 meses 19 meses 17 meses 19 meses

53 3.38 116.68 4.87 129
54 3.98 83.04 5.55 122.23
55 4.61 75.14 6.18 116.73
61 13.99 13.08 16.04 16.3
62 16.74 29.51 15.78 39.97
64 10.33 125.35 10.58 135.2
65 6.24 13.7 7.28 154
66 10.62 125.43 12.23 137.8
68 19.75 141.13 24.19 177.07
69 1.64 1.69 2.6 2.63
70 13.08 31.79 17.12 37.29
71 15.51 28.12 21.64 46.62
73 9.88 29.88 9.79 26.74
74 11.55 319 7.84 22.74
75 8.63 15.07 7.19 12.97
76 1.73 2.3 3.7 5.45
78 8.03 75.04 16.64 127.19
79 8.11 9.1 16.13 17.07
80 21 8.49 3.89 14.48
81 4.55 8.81 7.8 16.71
82 3.47 59.82 5.45 94.85
91 16.63 38.94 11.34 27.04
92 5.42 7.59 4 5.03
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Concentraciones de anticuerpos anti-Hib (ug/mL)

Voluntario Variante 1 Variante 2
No. Curva LNRH-IPK Curva Carlone
17 meses 19 meses 17 meses 19 meses

94 17.3 17.93 9.96 14.64
97 8.85 24.91 6.28 20.22
101 73.66 224.44 69.55 236.11
103 5.52 39.68 6.43 43.83
104 16.84 200.33 19.85 211.98
105 9.19 26.74 11.14 32.26
107 8.11 97.54 8.65 123.09
109 5.15 58.67 3.95 60.46
112 521 15.41 7.76 28.41
113 5.87 9.07 9.69 17.64
114 4.48 52.42 6.91 84.44
117 3.91 5.91 4.9 6.08
121 9.19 160.74 9.16 166.3
123 4.25 13.8 4.39 16.12
126 9.86 81.44 18.75 87.81
127 8.12 24.94 8.5 26.17
196 12.22 112.97 14.47 101.61
199 2.84 142.71 3.8 166.17
200 4.74 27.71 5.9 31.24
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Estrategia para el estudio del estado de portador nasal y faringeo de H. influenzae b

A- Obtencion de los hisopados nasales y faringeos

Se tom6 un exudado faringeo y un exudado nasal a cada nifio incluido en el estudio,
empleando hisopos de algodon estériles. Para la toma nasal se introdujo el hisopo hacia la
zona interna, en ambas fosas, y se rot6 hasta una profundidad aproximada de 2 cm. Para la
toma faringea, con el auxilio de un depresor estéril, se toco con el hisopo las caras posterior
y lateral de la faringe, teniendo cuidado de no tocar las caras internas de las mejillas, la

lengua u otras zonas de la mucosa bucal.

B- Recuperacion de H. influenzae

Cultivo: En el mismo lugar de la toma de las muestras, se descargaron las secreciones
nasales y faringeas sobre placas de agar chocolate + 300 pug/mL de bacitracina. Los cultivos
se incubaron entre 18 y 24 h a 37 °C, en atmdsfera de CO2 al 5%. Para comprobar la calidad

del medio se cultivé paralelamente la cepa de H. influenzae ATCC 49247.
Lectura: Se buscaron colonias grandes, aplastadas, opacas, entre incoloras y grises. Se
procedio a realizar la coloracion de Gram a las colonias sugerentes y se comprobo la

presencia de bacilos o cocobacilos gramnegativos.

Aislamiento: Las colonias con las caracteristicas culturales y morfoldgicas antes descritas

se subcultivaron en placas de agar chocolate para su identificacion y conservacion.

C- ldentificacion de H. influenzae

1- Prueba de requerimiento de los factores X y X: Se utiliz6 el método de los discos de

papel impregnados en los factores Xy V.
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e De cada aislamiento a estudiar se prepar6 una suspension densa de células (tubo 1
en la escala de turbidez estandar de Mc Farland).

e Empleando un hisopo se estrio la suspension sobre la mitad de una placa de agar
tristona soya, con estrias en dos direcciones, para asegurar el crecimiento
confluente.

e Se dejo secar el inoculo y se colocaron los discos de papel conteniendo los factores
X,VyXV.

e Se procedié de igual forma con la cepa H. influenzae ATCC 49247, como control
positivo de la prueba.

e Las placas, invertidas, se colocaron en la incubadora de CO2a 37 °C entre 18 y 24 h.

e Lectura: Se informaron como H. influenzae a aquellos aislamientos que sélo

crecieron alrededor del disco X+V.

2- Prueba de aglutinacion en lamina para la serotipificacion de los aislamientos

sospechosos de H. influenzae: Se emplearon antisueros de la Difco.

e Con asa estéril, se tomd una porcion del crecimiento obtenido en el subcultivo y se
hizo una suspension en 10 pL de salina fisioldgica, sobre una lamina de vidrio.

e Se agregaron 5-10 pL de antisuero polivalente y de forma paralela se procedio
igual, pero afiadiendo solucion salina (control de salina).

e Se mezclé con la ayuda de un palillo mondadientes y se movio suavemente la
lamina hacia atras y hacia adelante, durante un minuto.

e Como control positivo se procedio de igual manera con la cepa H. influenzae
ATCC 49247

e Se observaron las reacciones bajo una luz brillante y sobre un fondo negro. Sélo se
consideraron positivas las reacciones fuertes, aquellas en las que todas las células se

agruparon (aglutinaron) y la suspension se tornd clara.
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Interpretacion:

Cuando la reaccion frente al antisuero polivalente fue positiva, se informé el
aislamiento como H. influenzae. Para identificar el serotipo se continué entonces
probando frente al antisuero b y a los restantes antisueros especificos, siguiendo los
mismos pasos.

Si no se produjo aglutinacion con el antisuero polivalente, el aislamiento fue
informado como no tipificable (NT).
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Protocolo para la determinacion de la actividad bactericida de los anticuerpos contra
el polisacarido capsular de H. influenzae tipo b (Hib)

A- Material biolégico, medios de cultivo y reactivos mas importantes

e Cepa H. influenzae ATCC 49247 conservada a -70 °C.

e Complemento: Suero humano obtenido a partir de una pesquisa entre donantes
voluntarios de sangre, para el cual se comprobd en el laboratorio la ausencia de
anticuerpos bactericidas para Hib (almacenado a -70 °C)

e NaCl

e KH,PO4

e Na,HPO,

e KCI

e Medio de cultivo HTM (Haemophilus test medium)

¢ NAD (Nicotinamide adenine dinucleotide)

¢ Hemina

B- Equipos y materiales mas importantes

e Equipo medidor de pH

e Fotocolimetro

e Balanza

e Pipetas multicanal

e Juego de micropipetas

e Puntas azules y amarillas estériles

e Placas de cultivo celular de 96 pocillos, con tapa, y estériles

e Tubos de cristal (100x13)
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C- Método

Preparacion de la suspension celular de Hib

La cepa H. influenzae ATCC 49247 se cultiva en una placa de HTM suplementado
con Hemina y NAD, durante 16-18 h a 37 °C y en atmdsfera de 5% de CO..
Se multiplica el crecimiento en otras dos placas de HTM por 5 h en las mismas
condiciones de incubacion.
Recoger todo la biomasa obtenida lavando cada placa con 2 mL de tampon fosfato
salina (TFS) y se ajusta el volumen final a 5 mL.
A 0.5 mL de esta suspension se afiaden 4.5 mL de TFS (dilucion 1/10) y se realiza
la lectura de la DO a 520 nm.
Preparar una suspension intermedia con volumen final de 3 mL. El volumen de
suspension celular de la dilucion 1/10 a tomar se calcula dividiendo 3 entre la
concentracion celular de la suspension y el resultado se resta al volumen final
deseado. Por ejemplo: Sila DO (1/10) =3.4
V final =3 mL
3/3.4 = 0.808 mL de suspension bacteriana (1/10)
3-0.808 =2.192 mL de TFS
A partir de la suspension intermedia preparada en el paso anterior se hace una
dilucion 1/5. Para esto, afiadir 1 mL de la suspension a 4 mL de TFS y medir la DO,
que debe ser igual a 1. De no ser asi, se ajusta anadiendo TFS.
De la dilucion 1/5 preparada en el paso anterior, se toma 1 mL y se resuspende en
9 mL de TFS (1/10). De esta dilucion se toman 100 pl y se transfieren a 10 mL de
TFS (1/100) y nuevamente otros 100 puL se resuspenden en 10 mL de TFS
(1/100 000).

Este procedimiento obedece a una determinacién previa realizada en el laboratorio, de

acuerdo con la cual en 12.5 pL de la dltima dilucién se pueden encontrar de 50 a100

colonias de Hib, concentracion recomendada para una adecuada lectura en el ensayo

bactericida.



Anexo 6 (Continuacion)

Llenado de la placa de ensayo

e Ainadir 12.5 uL de TFS en todos los pocillos, excepto en la columna A.

e Afadir 12.5 pL de los sueros a probar (previamente inactivados a 56 °C durante
30 min) en los pocillos correspondientes a la columna A y H (Al y H1- Suero
l...... All y H11- Suero 11, y en A12 y H12 - Control +), segin se muestra en el
esquema que aparece mas adelante.

El Control + serd un suero que se utilizara como control en cada placa de trabajo,

para el que se conoce el titulo de anticuerpos bactericidas, determinado previamente

en el laboratorio durante la estandarizacion del método.

e Hacer diluciones dobles seriadas de todos los sueros, hasta la columna G,
transfiriendo siempre 12.5 pL.

e Adicionar 12.5 pL de TFS a todos los pocillos.

e Afadir 12.5 pL de suspension bacteriana a cada pocillo.

e Adicionar 12.5 pL de complemento por pocillo, excepto en la columna H.

e (Cubrir las placas con tapa estéril e incubar 30 min a 37 °C en atmosfera normal.

e Adicionar 120 pL de medio HTM a cada pocillo.

e Cubrir las placas e incubar toda la noche a 37 °C en atmosfera de CO..

Lectura de las placas (es recomendable auxiliarse de una lampara-lupa)
e Se chequea inicialmente el pocillo control de crecimiento para cada suero, al cual
corresponde el 100% de crecimiento celular.
e Se procede entonces al conteo de las colonias crecidas en los pocillos
correspondientes a cada una de las diluciones de un mismo suero.
e Se reporta el titulo bactericida como el reciproco de la mayor dilucion del suero en

la que se produce > 50% de muerte celular.

Los resultados de cada placa so6lo seran tomados en consideracion una vez comprobado el

titulo bactericida para el Suero Control +.
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Esquema de trabajo en una placa de ensayo

Anexo 6 (Continuacion)

A B C D E F G H Control de
Crecimiento
Suero 1 Suero 1
1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512
Suero 2 Suero 2
Suero 3 Suero 3
Suero 4 Suero 1
Suero 5 Suero 4
Suero 6 Suero 5
Suero 7 Suero 6
Suero 8 Suero 7
Suero 9 Suero 8
Suero 10 Suero 9
Suero 11 Suero 10
Control Suero

+

Control +
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