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Comparison of the immune response against strains of S. pneumoniae, assessed by

hemagglutination, in children immunized with heptavalent conjugated pneumococcal
vaccine (two primary vaccinations with or without reinforcement)
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RESUMEN

Introduccién. Diferentes esquemas de inmunizacion con la vacuna antineumocdcica heptavalente han probado su eficacia. Aunque se
recomiendan pautas vacunales de dos o tres primovacunaciones con su respectivo refuerzo adicional, aun hay nifios con primovacu-
naciones sin refuerzo. El objetivo de este trabajo fue comparar la respuesta inmunoldgica contra S. pneumoniae en nifios bajo distintos
esquemas de inmunizacion (dos o tres dosis) con vacuna antineumocdcica heptavalente.

Métodos. Se realiz6 un estudio observacional y transversal para comparar la respuesta inmunolégica entre los grupos A (dos primovacu-
naciones sin refuerzo) y B (dos primovacunaciones con refuerzo). Se analizo la respuesta inmunoldgica escasa por medio de hemagluti-
nacion positiva (dilucion < 1:2). Se calculé la razén de momios (OR) y se aplicé la prueba exacta de Fisher.

Resultados. No se encontraron diferencias clinicas entre los grupos A (n = 14) y B (n = 15). Hubo mayor proporcién de respuesta inmu-
noldgica escasa en el grupo A [57% vs 13%; OR 8.7 (IC 95% 1.3-53.8); p = 0.017].

Conclusiones. La respuesta inmunolégica escasa contra S. pneumoniae es mayor en los esquemas de dos dosis de primovacunacion
sin refuerzo que cuando se utilizan dos dosis de primovacunacién con refuerzo.

Palabras clave: S. pneumoniae, vacuna antineumocécica heptavalente, esquema de vacunacién, hemaglutinacion, respuesta inmuno-
l6gica, inmunizacion.

ABSTRACT

Background. Different patterns of heptavalent conjugated pneumococcal vaccine immunization have proven effective. Although three and
four doses are recommended, there are still children who are administered schemes of two primary vaccination doses without reinforce-
ment. The aim of this study was to compare the immune response against S. pneumoniae in children (group A and group B) submitted to
different immunization schemes (two primary vaccination doses with or without reinforcement).

Methods. We conducted an observational, cross-sectional study comparing the immune response between group A and group B, analyzing
the weak immune response with positive hemagglutination dilution <1:2. Odds ratio (OR) and Fisher's exact test were used.

Results. There were no clinical differences between group A (n = 14) and group B (n = 15). There was a higher proportion of weak immune
response in group A (57% vs. 13%, OR 8.7 (95% CI 1.3-53.8, p = 0.017).

Conclusions. Weak immune response against S. pneumoniae is higher in schemes primed with two doses of heptavalent conjugated pneu-
mococcal vaccine without reinforcement than using the two-dose schedule + a booster of heptavalent conjugated pneumococcal vaccine.
Key words: S. pneumonia, heptavalent conjugated pneumococcal vaccine, vaccination, hemagglutination, immune response, immunization.
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tres dosis de primovacunacion mas su respectivo refuerzo.!
Asi, la eficacia e inmunogenicidad de un esquema primario
de tres dosis de vacuna neumocécica heptavalente mas
los refuerzos a los 15 y 24 meses de edad son de mas de
93.9%, para los serotipos vacunales contra la enfermedad
neumocdcica infantil.? Existen estudios que demuestran la
proteccion contra los serotipos de neumococo incluidos
en la vacuna heptavalente al utilizar un esquema primario
de dos dosis de primovacunacién méas un refuerzo a los
13 meses de edad.® Este esquema ha sido adoptado en al-
gunos paises con limitaciones econémicas que pretenden
asegurar la proteccion de la poblacién infantil, pero que
tienen limitadas posibilidades de absorber el costo de un
esquema de vacunacion con cuatro dosis. Aunque en Mé-
xico se han utilizado los esquemas de tres y cuatro dosis,
en nuestro medio la mayoria de los nifios reciben dos dosis
como esquema primario, incluso sin la aplicacion de una
tercera dosis de refuerzo.

El propdsito del presente estudio fue comparar la res-
puesta inmunoldgica (R1) contra cepas de S. pneumoniae
en nifios de 2 aflos sometidos a esquemas de dos dosis de
primovacunacién con o sin refuerzo.

METODOS

Mediante un disefio transversal analitico,* se incluyeron
nifios de dos afios cumplidos que hubieran sido inmunizados
con dos (al segundo y cuarto mes de vida) o tres (al segundo,
cuarto y décimo segundo mes de vida) dosis de vacuna
neumococica heptavalente. No se incluyeron en el estudio
nifios que asistieran a guarderias o que al momento de la
entrevista estuvieran cursando alguna enfermedad aguda.
Para localizar a los niflos con esquemas de vacunacion
completos y que habian sido inmunizados en el tiempo
correspondiente, se utilizaron los censos nominales y el sis-
tema del Programa de Vacunacion Universal (PROVAC) de
una clinica-hospital de segundo nivel de atencion en el area
urbana del municipio de Villa de Alvarez, Colima, México.
De acuerdo con estos datos, se realizo una visita domiciliaria
para confirmarlos. Se revis¢ la Cartilla Nacional de Salud
para verificar la concordancia entre las fechas de aplicacion
registradas en las fuentes referidas. Los padres de familia
otorgaron el consentimiento informado para la participacion
de sus hijos en el estudio.

Se le realizo la historia clinica detallada de cada
participante, que incluy6 antecedentes patoléogicos y no

patoldgicos, la edad gestacional y el peso al nacer. Tam-
bién el tiempo que el nifio recibid lactancia materna, la
asistencia a la guarderia y datos de hacinamiento en hogar.
De igual forma se registro el nivel de escolaridad de los pa-
dres, la ocupacion y si habia antecedentes de tabaquismo.
Adicionalmente, se realizaron estudios de somatometria
que incluyeron mediciones de peso, estatura, perimetro
cefalico y perimetro abdominal.

Mediante una puncion venosa, se obtuvieron 2 mL de
sangre para la obtencion de suero (mediante centrifugacion
a 3000 rpm durante 5 minutos). Las muestras séricas se
recolectaron desde mayo hasta agosto del 2010, y fueron
centrifugadas y congeladas a -20°C hasta el momento de
hacer las mediciones.

La variable de interés fue la respuesta inmunoldgica que
mostraron ambos grupos (esquemas de vacunacion de dos
dosis de primovacunacion con o sin refuerzo).

Esquemas de vacunacion

El primer grupo fue aquel en el que se aplicaron dos dosis de
primovacunacion, a los dos y a los cuatro meses de edad, sin
refuerzo (grupo A). El segundo grupo fue aquel en el que se
aplicaron dos dosis de primovacunacion, a los dos y cuatro
meses, y una dosis de refuerzo a los 12 meses (grupo B).

Respuesta inmunoldgica

Se considerd que la respuesta inmunoldgica era escasa
(RIE) si se observaba hemaglutinacion positiva a una
diluciéon < 1:2 y respuesta inmunoloégica adecuada si la
hemaglutinacion fue positiva en una dilucion > 1:4. Esta
respuesta se midi6 mediante la técnica de hemaglutinacion.

Técnica de hemaglutinacion
Diferentes grados de dilucion del suero de cada participan-
te se pusieron en contacto con un reactivo de eritrocitos
con antigenos de neumococo. Esto permitio detectar el
grado de dilucién en el cual se presentaba la reaccion
antigeno-anticuerpo (anticuerpos del participante contra
antigenos del reactivo).

a) Preparacion del reactivo. Se obtuvo una muestra de
5 mL de sangre venosa de un sujeto sano con san-
gre tipo O positivo que se depositd en un tubo con
etilendiaminotetraacetato (EDTA), para su posterior
centrifugacion. Enseguida, se separaron 2 mL de los
eritrocitos obtenidos y se lavaron con 2 mL de solu-
cion salina isotonica (NaCl al 0.9%). La solucion fue
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centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos en tres oca-
siones consecutivas. Posteriormente, se realizdé una
suspension de eritrocitos al 50% con NaCl al 0.9%
(0.5 mL de eritrocitos en 0.5 mL de NaCl al 0.9%).
Una vez lavados, se tomaron 0.1 mL de estos eritro-
citos y se mezclaron con 0.6 mL de NaCl al 0.9%
mas 0.25 mL de NaCl al 0.9%.

De la preparacion anterior se tomaron 0.1 mL y se
mezclaron con 1.25 mL de vacuna neumocoécica de
23 valencias. Esta ultima habia sido conservada a una
temperatura de 4 a 8°C en un refrigerador normado para
resguardo y conservacion de productos biologicos.® La
preparacion se dejo reposar y se procedié a mezclar, centri-
fugar y eliminar el excedente, para luego ser resuspendida
con 0.5 mL de soluciéon de NaCl al 0.9%.

Con lo anterior, se obtuvo un reactivo con eritrocitos
sensibilizados con vacuna neumocdcica de 23 valencias,
mismo que fue utilizado el dia en que se analizaron las
muestras sanguineas de los sujetos de estudio. Como con-
trol negativo se utilizaron eritrocitos del sujeto sano sin
sensibilizar. Se verifico la ausencia de hemaglutinacion al
exponer este control con el suero de los sujetos del estudio.
b) Diluciones. Para observar las diferencias en la ti-

tulacion de los anticuerpos se realizaron diferentes
diluciones. En nueve tubos de ensayo con reactivo
de eritrocitos (2.5 uL), se prepararon diluciones pro-
gresivamente mayores del suero de cada sujeto de
estudio (desde 1:1 hasta 1:256). Cada dilucién fue
sometida a centrifugacion a 3000 rpm por cinco mi-
nutos. De cada dilucion obtenida, se tomo una gota
para depositar en el portaobjetos y observar al mi-
croscopio en un campo de 40x.

c) Evaluacion de la respuesta inmune. La respuesta in-
mune se evalud verificando cudl de las diluciones del
suero mostraba hemaglutinacion con el reactivo de eri-
trocitos sensibilizados. Se consider6 que habia respues-
ta inmunoldgica escasa (RIE) si la hemaglutinacion
era positiva a diluciones del suero analizado menores
o iguales a 1:2. Se considerd que habia respuesta inmu-
nolégica adecuada si la hemaglutinacion era positiva a
diluciones iguales o mayores a 1:4 (Figura 1).

Tamafio de la muestra

El tamafo de la muestra se calculé mediante la formula
de medias para muestras independientes* con base en un
estudio en el que se cuantificaron los titulos de los anti-

A B

Dilucion 1:2 Dilucion 1:4

Figura 1. Evaluacion de la respuesta inmunoloégica de anticuerpos a
antigenos de polisacarido de neumococo. a) Presencia de hemaglu-
tinacion b) Ausencia de hemaglutinacion. En este caso, se considerd
que el sujeto tenia escasa respuesta inmunoldgica por presentar
hemaglutinacién unicamente hasta la primera dilucién (1:2).

cuerpos antineumococo luego de administrar tres dosis
de vacuna heptavalente.® Se consider6 una alfa de 0.05,
betade 0.2 y mu 1 y mu 0 de 10.5 y 7, respectivamente,
con una sigma de 4.0.

Anédlisis estadistico

La estadistica descriptiva incluy6 la mediana y recorrido
intercuartilico para la descripcion general de las caracte-
risticas cuantitativas evaluadas dentro de cada grupo de
esquema de inmunizacion, segun fuera el caso, previa
evaluacion del sesgo y curtosis de los valores de cada
grupo. Se calcularon las razones, porcentajes y promedios
dependiendo de la naturaleza de cada una de las variables
de estudio.

La comparacion de la proporcion de nifios con RIE
entre ambos grupos de vacunacion se realizé mediante la
prueba exacta de Fisher. Se utilizé y? para la evaluacion
de las variables cualitativas mostradas. Se considerd es-
tadisticamente significativa una p <0.05 con intervalo de
confianza del 95%. El analisis estadistico se realizé con
el paquete estadistico SPSS (version 17.0).

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 29 nifios (14 de sexo femenino
y 15 de sexo masculino). En el Cuadro 1 se presentan sus
caracteristicas clinicas. A 14 se les aplicaron dos dosis de
primovacunacion sin refuerzo (grupo A) y a 15, dos dosis de
primovacunacion con refuerzo (grupo B). No se excluy6 ningtin
paciente del estudio. Se obtuvieron los datos de todos los nifios.
Laprevalencia de RIE fue de 34% (n=10) en los dos grupos. La
proporcion de nifios con RIE fue menor en el grupo sometido al
esquema de dos dosis de primovacunacién con refuerzo en com-
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paracion con el de dos dosis de primovacunacion sin refuerzo;
es decir, 2 de 15 (13.3%) vs 8 de 14 (57.1%), respectivamente
(p=0.017) (Figura 2). El antecedente de haber sido inmunizado
con un esquema de dos dosis de vacuna heptavalente anti-
neumococica sin refuerzo fue un factor de riesgo para RIE en
comparacion con el antecedente dos dosis de primovacunacion
con refuerzo (OR=8.7, IC 95% 1.3-53.8; p=0.017).

No se encontro diferencia significativa con respecto a dis-
tribucion de género (relacion femenino/masculino) entre los
diferentes esquemas de inmunizacion. Tampoco se encontraron
diferencias en los grupos A 'y B con respecto a los siguientes
parametros: peso al nacer (p = 0.27), talla al nacer (p = 0.62),
peso actual (p=10.8), talla actual (p=0.1) (Cuadro 1), edad (p=
0.66), duracion del embarazo (p=0.11), personas que duermen
en lamisma habitacion (p=0.2) y el tiempo de lactancia al seno
materno (p=0.47) (Cuadro 2). La proporcion de primogénitos
fue mayor en el grupo de nifios tratados con tres dosis de inmu-
nizacion (p = 0.48) (Cuadro 1).

DISCUSION
Los resultados del presente estudio permiten afirmar que la

respuesta inmune es mejor en nifos que fueron sometidos a
esquemas de vacunacién antineumocdcica de dos dosis de
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Figura 2. Respuesta inmunolégica contra S. pneumoniae en nifios
sometidos a diferentes esquemas de inmunizaciéon con vacuna
heptavalente.

primovacunacion con refuerzo (al segundo, cuarto y décimo
segundo mes de vida) en comparacion con quienes fueron ex-
puestos a dos dosis sin refuerzo (segundo y cuarto mes de vida).

La variable de interés del presente estudio fue la res-
puesta inmune ante dos diferentes esquemas de vacunacion
antineumococica. El tiempo transcurrido a partir de la alti-
ma aplicacion de vacuna y la medicion de los anticuerpos

Cuadro 1. Comparacion de las caracteristicas clinicas de nifios sometidos a diferentes esquemas de inmunizacion contra el Streptococcus

pneumoniae con vacuna neumococica heptavalente

Esquema de inmunizacion
(dos dosis de primovacunacion)

Caracteristicas* Sin refuerzo Con refuerzo OR IC 95% P
(n=14) (n=15)
Género (femenino/masculino) 717 718 1.14 0.3-4.9 0.858
Via de nacimiento 9/5 11/4 0.65 1.3-3.2 0.599
(cesarealvaginal)
Primogénito (si/no) 5/9 11/4 0.20 0.04-0.98 0.048
Peso
al nacer () 3300 3400 0.27
(3975-3512) (3025-3825)
actual (kg) 11.7 12 0.80
(10.7-13.5) (11.4-13.9)
Talla
al nacer (cm) 51 51 0.62
(50-51.7) (49-53)
actual (cm) 88 87.5 0.10
(84.5-94.5) (82.5-92.5)

*Los valores cuantitativos se expresan como mediana (recorrido intercuartilico). La comparacion entre ambos grupos se realizé con la
prueba U de Mann Whitney con excepcion de la via de nacimiento que se comparé con la prueba exacta de Fisher.
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Cuadro 2. Comparacion de las caracteristicas clinicas de nifios sometidos a diferentes esquemas de inmunizacion contra el Streptococcus

pneumoniae con vacuna heumococica heptavalente

Esquema de inmunizacion
(dos dosis de primovacunacion)

Caracteristicas* Sin refuerzo Con refuerzo OR IC 95% p
(n=14) (n=15)

Edad 26 25 0.66

(meses) (26-28) (24-28)

Duracion de embarazo (semanas de gestacion) 39 40 0.1
(38-40) (38-40)

Lactancia al seno materno (meses) 5 4 0.47

Personas que duermen en la misma habitacion (n) 2 2 0.20

(1-3) (1-3)
Respuesta inmunolégica (escasa/adecuada)** 8/6 2/13 8.7 (1.3-53.8) 0.017

*Los valores cuantitativos se expresan como mediana (recorrido intercuartilico). La comparacion entre ambos grupos se realizé con la
prueba U de Mann Whitney, con excepcion de la respuesta inmunoldgica que se comparo con la prueba exacta de Fisher.

**Se considerd que una respuesta inmunoldgica fue escasa cuando solo se percibié hemaglutinaciéon hasta la diluciéon 1:2. En cambio,
hemaglutinaciéon adecuada se considero si se percibia hemaglutinacion mayor a 1:2.

permite valorar la utilidad de aplicar una dosis de refuer-
70.°® Como se sabe, una respuesta secundaria mayor puede
inducirse al administrar una dosis de refuerzo, porque se
genera una respuesta inmunoldgica mas rapida y de mayor
intensidad que la que ocurre en la infeccidn primaria, ade-
mas de producirse una mayor cantidad de células efectoras
y de memoria contra un antigeno especifico.” Asi, cuando
el organismo ha estado previamente en contacto con un
antigeno determinado, aparece la respuesta secundaria o
anamnésica, que es mediada por IgG o IgA.” Se ha des-
crito que, en personas adultas, los niveles de anticuerpos
antineumococo disminuyen dentro de los 6 aflos siguien-
tes a la aplicacion de las dosis de primovacunacion.® Por
esto se hace necesaria una dosis de refuerzo, sobre todo
en pacientes en alto riesgo de infeccion por neumococo.
Tal refuerzo incrementa los niveles de anticuerpos, por al
menos 1.4 veces, en cerca de 55% de los casos de adultos
que previamente no han sido vacunados y de aquellos que
lo fueron 5.5 a 9 afios antes.®

Un estudio previo menciona que, con esquemas de
vacunacién de dos dosis de primovacunacion sin refuerzo,
los nifios podrian no alcanzar la proteccidon contra cier-
tos antigenos especificos del neumococo. Esto los haria
susceptibles a la infeccion por cepas especificas de este
microorganismo.®

En otro estudio se ha documentado que, tanto en nifios
prematuros como en los de término, disminuyen los titulos
de anticuerpos durante el primer afio de vida. Incluso si se

aplican tres dosis como primovacunacion.'® Sin embargo,
en el presente estudio, con excepcion de un nifio que habia
sido inmunizado con dos dosis, ambos esquemas de va-
cunacion (con o sin refuerzo) continuaron evocando una
respuesta inmunolégica, aunque en diferente grado; aun
cuando no tuvieron la aplicacion del refuerzo, como en el
caso del grupo de dos dosis.

La efectividad de la vacuna utilizada en los grupos de
nifos estudiados evidencia también el apego del personal
de salud a los estandares de calidad exigidos al momento
de la aplicaciéon de esta vacuna y durante el proceso de
cadena de frio.5 Es importante el grado de participacion de
los padres, no solamente hacia este tipo de estudios sino
también hacia los programas de vacunacion, cuyo grado
de cobertura debiera incrementarse ya que, para el caso
de la vacuna conjugada antineumocécica en los menores
de 2 afios, es de apenas 46.1%.112 En nuestro medio, la
participacion de padres e hijos es facilitada por el trabajo
directo y constante del personal de enfermeria, dentro del
marco del programa permanente de vacunacion universal
de las diferentes instituciones de salud y del contexto de
las comunidades. Estudios previos han documentado la
importancia de la participacién comunitaria que se logra
a través de la educacion en salud, para fomentar cambios
en las conductas individuales, junto con politicas pablicas
que apoyen esquemas de vacunacion eficaces.®®

Por otra parte, se ha demostrado la influencia de
otros factores implicados en la respuesta inmunoldgica
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adecuada en diferentes poblaciones.! En nuestro estudio
no se demostraron diferencias entre ambos grupos con
respecto a factores somatométricos o factores de riesgo
para la infeccidn por neumococo, como el hacinamiento,
los antecedentes de tabaquismo, la prematurez, la ausen-
cia de lactancia, entre otros. Tampoco se encontrd que
estos factores pudieran influir sobre los resultados de la
respuesta inmune. Un hallazgo inesperado fue que hubo
una mayor proporcion de primogénitos inmunizados con el
esquema de tres dosis. Esto debera explorarse en estudios
posteriores.

Aunque la medicion de anticuerpos especificos diri-
gidos contra cada uno de los serotipos incluidos en una
vacuna es la forma méas aceptada de evaluar su capacidad
de evocar una respuesta inmunitaria, la técnica de medi-
cion utilizada en el presente estudio posee también un alto
grado de sensibilidad.* EI fenémeno de precipitacion fue
documentado hace ya algunas décadas y es fundamento de
muchas técnicas inmunoquimicas actuales.’ Estas reac-
ciones permiten detectar antigenos mediante la utilizacion
de particulas recubiertas de antigenos o anticuerpos,’® y
han sido utilizadas en diferentes estados clinicos.!®!” En la
técnica de laboratorio aqui utilizada se provocé una aglu-
tinacion directa, una reaccion clasica caracterizada por la
aglomeracion de células —en este caso, eritrocitos— utili-
zando anticuerpos especificos. Se ha demostrado la utilidad
que tienen las pruebas de aglutinacién de latex para la
serotipificacion de cepas de Streptoccocus pneumoniae en
muestras clinicas de pacientes con enfermedad invasiva, ya
que tienen una alta capacidad de discriminacion (92.5%).18
La técnica de laboratorio utilizada en el presente estudio
es semi-cuantitativa y podria ser considerada cuando los
recursos econdémicos son limitados o cuando los paises no
pueden contar con los reactivos apropiados para evaluar la
respuesta inmune mediante la prueba de ELISA.

Las perspectivas del estudio incluyen evaluar la eficacia
de los esquemas de inmunizacion, dando seguimiento a
los titulos alcanzados por uno y otro esquema de inmu-
nizacion, para cuantificar la duracién de la respuesta
inmunolégica inducida por la vacuna con base en la fecha
de la Gltima dosis de aplicacion, que no fue considerada
en el presente estudio. Por otra parte, se deberan explorar
los costos econdmicos contra los posibles beneficios de
cada esquema de inmunizacién, no solo considerando el
contexto clinico ideal sino también los factores externos,
como los recursos econémicos limitados en el nivel gu-

bernamental. Por Gltimo, debera discutirse la conveniencia
de continuar favoreciendo el cumplimiento de coberturas
de proteccién minimas necesarias contra neumococo, 0
inclinarse por la bisqueda de una respuesta inmunolégica
mayor cuando el contexto clinico y econdmico lo permita.
En lo que se refiere a los nifios que muestren RIE se debe-
ra valorar la posibilidad de completar el esquema con el
refuerzo de la vacuna neumocécica heptavalente a los dos
aflos de edad, para incrementar la respuesta inmunologica
y, consecuentemente, la proteccion a infecciones.
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