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RESUMEN

Se estudiaron 29 lactantes de Alamar {(municipio Habana del Este) naci-
dos de julico a septiembre de 1985, a quienes se les determinaron
mediante ELISA los niveles de anticuerpos circulantes contra el menin-
gococo B. a diferentes edades del primer ano de vida. Existid una
excelente correlacidén entre los titulos maternos (generalmente eleva-
dos) ¥ los de s8sus hijos recién nacidos. Estos titulos descendieron
inicialmente ¥ de nuevo se elevaron durante diferentes edades como
expresién de la inmunidad activa del nifio. adquirida naturalmente por
estimulacién antigénica del medio. La mayorla de los lactantes
(BB.8 %) mostrd elevacidn de titulos durante algin momento del primer
afo y de éstos. la mayerla lo hizo durante el segundo trimestre de
vida. Durante cada periocdo precedente a la elevacién de dichos titulos
se encontrd con frecuencia que los nifnos hablan presentade fiebre vy
sintomas respiratorics o digestivos.
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INTRODUCCION

Se conoce como inmunidad adquirida naturalmente a aguélla gue se produce
por una exposicién al antigenoc ocurrida al azar. en contrapeosicién a la
inmunidad adquirida como resultados de una inmunizacién deliberada.

En otros paises se ha 1nv--tigadg.§u aparicién de la inmunidad humana
adguirida naturalments al meningococo. parc este campc ha permanecido
inexplorade en nuestro pais. excepto el estudic serologice realizado a con-
valecientes de esta enfermedad.

El anticuerpe tiene un efecto dramatico en la fagocitosis: cuando les
microbics estan recubiertos con inmunoglobina especifica. existe wuna gran
facilitacién en 1la eliminacién de los microorganismos del torrente san-
guineo.

Asimismo, =e ha comprobado gque la destruccién de bacterias recubiertas
de anticuerpos es menos efectiva en animales a los cuales se ha depletado
de complemento: esto senala el sinergismo que existe entre los anticuerpos
¥ el complementoe para lo opsonizacidn, gque es mediada por receptores
especificos v de alta ofinidad para la IgG y para Cab de 1la sBuperficie
fagocitica.

La inmunidad a la infeccién por neumococos. meningococos y Hemophilus
influenzae constituye un buen ejemple de actuacidédn de los anticuerpos para
neutralizar las propiedades antifagociticas de las c4psulas bacterianas.
También los anticuerpos circulantes neutralizan las toxinas solubles libe-
radas por bacterias.

La unifép del anticuerpeo cerca del sitio binlédgicamente activo de toxina
bloguearia eatergoquimicamente la reaccidn con el sustrateo. La toxina, gi
esta combinada con el anticuerpo, puede ser incgpaz de difundic con rapidez
v puede también ser susceptible de fagociteosis. 7.8

La cn;Efmedad meningocdcica continda siende un  problema mundial Yy
nacional ¥ existe necesidad en nuestro medic de profundizar en su co-
nocimients. Por esa razdén se llevéd a cabo la presente investigacidn. con el
proposite de contribuir al conocimiento de la inmunidad al meningococo en
la poblacidn infantil cubana.

MATERIAL ¥ METODO

Se estudid el grupo de ninos integrado por los 2% recién nacidos del
gector E del Policlinico Docente Alamar, gque nacieron a partir del lro. de
julic de 1985 hasta el 30 de septiembre del mismo ano.

A todos los ninos e les determind periéddicamente les niveles de anti-
cuerpos contra el meningococo (por el método de inmuncenzimatico  ELISA)
se les realizéd el primer examen antes de los 15 dias de vida: se tomd con-
juntamente una muestra de sangre a la madre. A partir de este momento se le
titularon los niveles de anticuerpos trimestralmente.

Cada toma de sangre capilar fue de 0.5 mL_ la cual fue centrifugada ¥
decantada para obtener el suero. luego se sometid a congelacién hasta que

538



fueron procesadas en el Laboratorio Nacional de Referencia de Meningococo,
donde se determinaron los niveles de anticuerpos contra la proteina de la
membrana externa de este germen con la utilizaciédn del método ELISA.

AdemAs de las tomas de sangre en los periocdos ya senalados. se les rali-
zaron a estos nifos exudados nasofaringecs gue se sembraron en medioc de
Thayer Martin (para detectar neisserias) y coprocultivos.

Conjuntamente con estas investigaciones en cada consulta se anctaron en
un expediente clinico confeccionado a cada nines los aspectos clinicoepide-
miolégicos relevante ocurridos en el periocdo precedente a cada consulta.

Posterinrmente se establecid la correlacidon clinicoserolégica segun
etapa. Se buscd la media de los titulos de anticuerpos de las madres vy de
los recién nacidos y se precisd si guardaban relacién. se agruparon los
lactantes de acuerdo con el trimestre de vida en que se produjo la eleva-
cidn de los titulos de anticuerpos y se correlacionaron los hallazgos de
laboratoric con los datos clinicoepidemioclégicos, para precisar si la ele-
vacidén de anticuerpos contra el meningococo estuve asociada a algin evento
significativo.

DESCRIPCION DEL -METODO DE LABORATORIO: METODO
INMUNOENZIMATICO (ELISA).

Esta técnica se realiza en placas desechables de poliestireno de 96
posicionea de fondo plano. En el primer paso se anade una solucién de
proteinas de la membrana externa del meningococe a una concentracian de
10 pig/mL en buffer carbonato-bicarbonate al pH de 9.6 (100 micreolitros
por pocillo).

Esta placa se ;ncubu toda la noche a temperatura ambiente en camara
himeda ¥y al dia siguiente se lava con agua destilada que contiene 0,5 mL de
tween 20/1itro de agua (solucién fijadora). Luego se colocan las muestras de
suero en una dilucién apropiada con PBS (buffer) con 5 % de suerc de ter-
nera (medico de cultive) v 0.1 % de tween-20 (solucidn fijadora-
conservacidn) en nuestros casoa la dilucidén fue de 1 en 50; luego de colo-
7ar las muestras. estas placas se incuban 4 horas a temperatura ambiente.
Al transcurrir este tiempo. las placas son lavadas de nueveo de igual forma
¥y el paso siguiente es anadirle el conjugado diluide en el mismo buffer en
el cual se diluyeron las muestras: el conjugadeo utilizado fue anti-IgG
humana (producida en carnerc) con fosfatasa alcalina como enzima (en este
caso comercial de la marca SIGMA) a la dilucidn de 1 en 1 000: estas placas
se vuelven a incubar 2 horas a temperatura ambiente en cdmara hdmeda y se
lavan de nuevo como en los casos anteriores. i

Para poder hacerlas medibles ¥y observar la reaccidn gue ha ocurrido en
el pocillo. se anade una solucién de paranitrofenilfosfato (gque es el sus-
trato de la enzima) a una concentracién de 1 mg/mL en buffer de distanol-
-amina (pH: 9.8) ¥ se deja reaccionar durante 30 minutos., al cabo de este
tiempe la reaccién enzimAtica se detiene con una solucidn 5 normal de
hidréxido de sodio (NaQH).
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Los valores de densidad éptica se leen a 405 mandmetros en un  equipo
multiscan.

Los 2 primeros pocillos de la placa se toman como controles negativos y
se anaden a ellos PBS en vez de nuestra: los valores de densidad éptica de
las muestras se restan del valor promedioc de las 2.

En cada placa se monta una curva estandar. Se utiliza un suero de titulae
alto conccido. que se diluye varias veces en diluciones dobles desde 1 en
100 hasta 1 en 1 600, a este suero estandar se le asigna un valor de uni-
dades arbitrarias, de manera tal que los valores de densidad éptica de las
muestras son referidos a esta curva vy transformados en unidades IgG por mL
con la ayuda de una transformacidn Logit-Log. con la utilizacidon de un
punto dnice de ensayo.

THBUL%EIDN Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESUL-
TADOS

Las cifras correspondientes a loas titulos de anticuerpos de las madres vy
recién nacidos de uno y otro grupos por separado se ordenaron en tablas ¥y
se les determind el coeficiente de correlacidon lineal entre cada serie de
datos. Se considerd altamente significativo cuando fue mayor de 0.8.

RESULTADOS Y DISCUSION

A) DETERMINACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS
EN MADRES Y NEONATOS

Se pudo apreciar la buena correlacidn existente entre los titulos de la
madre vy de los recién nacides. expresién de gue los anticuerpos 1 antimem-
brana externa del meningococo B fueron capaces de atravesar la barrera pla-
centaria (tabla 1).

La cifra media materna fue de 116.23 Uda. IgG/mL ¥ la de los recién
nacidos de 110.9%2 Uds. IgG/mL lo que evidencia lo anteriormente expresado.
El anadlisis bicestadistico realizado a las cifras de los titulos maternos y
neonatales mostrd un coeficiente de correlacidn de 0,8113 considerado como
muy bueno;: es conocido que el coeficiente de correlacidén es una medida Gtil
del grado de asociacidén entre 2 caracteristicas.

En alguncos suercos de nuestro estudio el titulo de anticuerpo del recién
nacido fue mayor que el de la madre (figura 1).

Estad establecido que a partir del cuarto mes de la gestacidn los titulos
de globulinas gamma suben continuamente hasta €1 nacimiento., en cuyo
momento la cifra de IgSG es casi igual a la de la madre. La cinética de su
transporte, asi como otros factores distintos. hacen pensar con bastante
fundamento que el paso de la IgG a través de la placenta no_es un proceso
pasivo, singe que envuelve algin tipo de transporte activo. En algunas
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experiencias con antitoxinas estafilocécicas y anticuerpos contra Escheri-
chia coli se ha llegado a establecer que el t{guiﬁ de anticuerpos €3 supe-
rior en el feto comparado con el de la madre.

TABLA 1. Titulos de Ac contra proteina de meningo-
coco B madres y neonatos (Alamar)

Hino Recidén nacido
Ho. Madre (0=-15 dias)

1 187 158
2 as
3 64 51
4 263 205
5 70 73
6 31 63
7 267
8 51 37
9 . 174 78
10 76 T2
11 120 a7
12 47 43
13 74 &3
14 143 170
15 218 243
16 320 294
17 (1) 73
1a 77 74
19 48 39
20 99 105
21 156 166
22 203 200
23 112 130
24 413 171
25 145 121
26 166 162
27 120 92
28 115 96

Cifra media 116.23 110,92

Coeficiente de correlacién = 09,8113 Sr = 0.1164

Paramétro t = 11,117 Tc = 6.9409

El anAlisis de nuestros resultados sugiere la posibilidad que la inmuni-
dad pasiva gue la madre la transfiere el recién nacido por via placentaria,
sea lo suficiente para proteger de la enfermedad meningocdcica en esta
primera etapa de su wvida. Al parecer, los pacientes gqgue han sufride esta
enfermedad en el primer mes de la vida la han tenido a causa de gue sus
progenitores carecian de adecuados niveles de anticuerpos en sangre o© gue
el descenso de los mismos se produjo muy rapidamente.
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FIGURA 1. Canal de variacion de titulos de Ac contra proteina de meningo-
coco B. Madres. necnatos y lactantes seguin trimestre de vida (Alamar).



B) DETERMINACION DE LOS TITULOS EN LOS LACTANTES
(TABLA 2).

TABLA 2. Titulos de Ac contra proteina de meningo-
coco A lactantes segin el trimestre (Ala-

mar )
Trimestre

Ho. 1lro. 2do. Iro. qto.
1 47 54 11& 116
2 l682 254 122
3 736 63 84
4 11 B6 349 112
7 77 113 95 98
[ 250 1586
10 32 31 s 32
11 226 54
15 322 265
16 &0 81 1149 125
18 26 41 41
20 57 95 a7 B4
21 351 273
22 1073 91 124
24 188 331 294
26 171 271 255
27 130 718 183
28 65 354 139 125
Citra media 226.5 258.2 154.8 99,1

De los 18 afos seguidos durante su primer ano de wvida, 16 elevaren el
titulo de anticuerpos durante el perlode de la investigacion para el
88.8 3. Del grupe que presentd elevacion de anticuerpos. en 14 ninos se
pudo establecer una correlacidén entre este aumento ¥ algun suceso clinico o
epidemiolagico (B7.5 %) ¥ en 2 ocasiones no ocurrid esto. Los eventos mas
televantes aparecen relacionados en la tabla 3.

La aparicidn de tiltules significativos de anticuerpos contra el meningo-
coco estuvo asociada con mucha frecuencia a la fiebre, asi como a sintomas
¥ signes respiratarios o digestivos. También 3¢  encontrd  asociacidn  con
¢cambics en la wida normal del lactante gue implicaron contactos con nucvas
personas (ingreso a institucienes infantiles u hospitales, viajes interpro-
vinciales) todo lo cual aumentd la exposicién a nuevos gérmencs,

El elevaille porcentaje de ninos en los cuales aparecen niveles impor-
tantes de anticuerpos contra el meningococo durante el primer ano de wvida
refleja que en ese perlodo la mayorla de ellos (en nuestro medio) ha tenido
contacto con dicho germen o con algan otro capaz de producicle inmunidad
cruzada. En ninguna de lasz muestras tomadas para estudio microbiclégico
{exudados faringeos ¥ coprocultivos) pude cultivarse la Neisscria meningi-
tidis.
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TABLA 3. Principales eventos en la elevacidén del
titulo de Ac contra proteina de meningo-
coco B (Alamar)

A) Clinicos Mo de pacientes ¥

- Fiebre 11 78.0
- Tos 9 64.2
- Diarreas 5 36.0
- Faringitis 4 28.0
- Vémitos a 21.0
- Eritema 2 14.2
- Rinitis 2 14.2
= Neumonia 2 14.2
- Conjuntivitis 2 14.2
B) Epidemiocldgicos

= Ingreso en circtlo infantil 3 21.3
- Contacto con adulto febril 2 14.2
- Ingreso en hospital 1 7.1
- Viaje interprovincial 1 7.1

La cifra de lactantes gue aumentaron el titule de anticuerpos es alto
porque en los dltimos afos se ha mantenido elevado el nimero de personas
que sufren enfermedad meningocécica en nuestro pals © son portadores asin-
tomAticos de la Neisseria meningitidis. :

Por esa razdon los nifcs desde muy temprana edad elevan el titulo de
anticuerpos contra este microorganismo mediante la exposicidén a suas
antigenos. Este problema adguiere una nueva connotacidén pues en estos
momentos se estad administrande en wvarias provincias cubanas la vacuna
antimeningocécica B, lo cual obliga a repetir estos estudios bajo las
nuevas condicicnes.

Logs sintomas a los cuales se asocid el aumento del tituleo son expresidn
de procesos infecciosos: en cuante a la asociacion con el ingreso al
eircule infantil o viajes. aumenta el titulo quizas debido a la exposicidn
a numercsos agentes bioldgicos que rsultan extranos para el pequenc.

La mayoria de las personas que tienen el meningococo en la nascfaringe
son asintomaticos., pero la nasofaringitis con signos y sintomas bien evi-
dentes puede preceder a la meningoencefalitis meningocédcica o a la meningo-
cocemia. La sensibilizacién inmune con cepas no virulentas, igual que en
el adulto, parece ser el modo en que se adquiere la resistencia también en
los “nifios. La proteccién contra la enfermedad meningocécica guede resultar
también de la exposicién a antligenos de reaccidn cruzada de bacterias sin
ninguna relacidén con el meningococo.
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El polisacarido capsular de la E. coll Kl y K92 tienen reaccidn cruzada
inmunolégica con los antigenos polisacAridos de los meningococos de los

grupos B y C respectivamente. Se plantea que pueden tener este mismo efecto
otros E?IEEHES como el Bacilus jubilis. neumococos Yy Bacteroides fra-
gilis. Los antigenos proteicos contenidos en la membrana externa del
meningococo son también compartidos con otros microorganismos capaces de
infectar el tracto respiratorio o digestive del ser humano.

C) TRIMESTRE DEL PRIMER ANO DE VIDA EN QUE SE PRO-
DUJO LA ELEVACION DEL TITULO DE ANTICUERFPO

En cuanto al trimestre del primer anc de vida en ¢l cual se produjo la
elevacion de anticuerpos. se encontrd que en el primer trimestre elevaron
el titulo & ninos para el 37.5 %. en el segundo trimestre fueron 7 para el
43.7 %. en el tercer trimestre fueron 3 los ninos para el 18.8 % y en el
cuarto trimestre no hubo elevacién del titule (tabla 4). En algunos palses
se ha informade que el segundo trimestre de vida ha sido el periodo de
mayor incidencia de la enfermedad meningoctcica.

TABLA 4. Trimestre del primer afio de vida en que
se produjo la elevacidén de Ac

Trimestre de la vida - No. de pacientesg %
Primero [ arz.s
Segundo 7 43,7
Tercero 3 18.8
Cuarto o 0
Total 16 100

El canal de wvariacién seguido por los titulos contra la proteina del
meningocece B. en la sangre obtenida del grupo de madres estudiadas y sus
hijos al concluir cada trimestre de primer ano de vida puede apreciarsze en
la figura 2. En ¢1 se aprecia una cierta tendencia de ascenso hasta el
segunde trimestre de la vida, a partir del cual ya ne se pueden apreciar
variaciones importantes. ¥ llego a estabilizarse hasta ¢l cuarto trimestre
para alcanzar un valor en mescta.
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FIGURA 2. Titulos de Ac contra proteina de meningococo B. Madres y neonatos
(Alamar) . .

SUMMARY

Twenty-nine infants from Alamar (Habana del Este municipality) -born from
July Fa September. 1985- are studied. The levels of circulating antibodies
to meningococcus B at different ages during the first year of 1life are
determined. There was an excellent correlation between maternal titers
(generally high) and those of neonates. These titers decreased initially
and rose again at different ages as an expression of the child's active
immunization. naturally acquired by environmental antigenic stimulation.
Most infants (88.8 %) showed increased titers some time in the second tri=-
mester of the first year of life. and most of them had it in the second
trimester of life. During each period previous to titer rise. it was
frequently found that children had had fever and regspiratory or digestive
symptoms .

RESUME

On a &tudié 29 nourrissons du quartier Alamar {(municipalité La Havane de
1 Est)., més entre juillet et septembre 1985, chez lesquels on a déterminéd
les niveaux d'anticorps circulants contre le méningocoque B. 4 différents
moments au cours de la premiére année de wvie. au moyn de la technigue
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ELISA. Il a +&té constaté une corrélation excellente entre les titres des
méres (en général &levés) et les titres de leurs fils. Ces titres ont
descendu au début et il se sont &levés de nouveau 4 différents aAges. trad-
uisant 1°immunité active de 1'enfant, naturellement acquise par stimulation
antigénigqgue du milieu. La plupart des nourrissons [(85.8 %) a montré un
accroissement des titres pendant un moment donné de la premiérre année de
vie. dans la plupart des cas étant observé au cours du deuxiéme trimestre
de la premiére année de vie. Durant chague période précédant 1l'élévation de
ces titres, il a &té souvent noté gue les enfants avaient eu de la Fidure
et des symptémes respiratolires ou digestifs.
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