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Habitualmente ocurre que el lactante o nific pequefo con tos persistente
plantea unc de ios problemas mas frecuentes en la practica médica diaria, siendo
una de las causas las infecciones provocadas por 8. perfussis (1). Esta bacteria es
un patdgeno exclusivamente humano que origina una enfermedad mediada por
toxinas y caracterizada por la cronicidad de su sintoma mas relevante: la tos. El
cuadro clinico clasico consiste en ataques de tos paroxisticos, seguidos por un
tipico estridor inspiratorio laringeo y/o vomitos. Es precisamente por la tos convulsiva
por lo que se acufaron los términos tosferina, pertussis, etc (2). Elprincipal
agente etioldgico generador de los sintomas clinicos de la pertussis en los paises
occidentales y Estados Unidos es B pertussis. B. parapertussis puede producir
algunos cuadros clinicos semejantes {(menos del 5%), pero atenuados (3-10). Por

ello, el presente estudio se centrard en B, pertussis.

La ausencia de la sintomatologia tipica de pertussis que se observa en algunos
lactantes, sobre todo en los menores de seis meses (11-13) y la aparicion de la
vacuna contra la pertussis en la década de los cuarenta {(que provocd un brusco
descenso de la mortalidad y morbilidad mediada por 8. perfussis) han inducido a
algunos facultativos a considerarla como una curiosidad médica, y/o a afirmar que
nadie padece una infeccién por B. pertussis mas alla de los doce o quince anos de
edad (14-17). Contrariamente a lo que se puede desprender de tales afirmaciones y
a poco que se revise la bibliografia especializada actual, rapidamente se sera
consciente de la enorme vigencia de esta enfermedad y del importante papel
desempenado por los nifios vacunados, adolescentes y adultos en la transmision y

mantenimiento endémico de las infecciones causadas por 8. perfussis (18-34).
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Uno de los motivos que han inducido a acrecentar la creencia en la practica
desaparicion de la pertussis es la inespecificidad del cuadro clinico. El problema del
diagnostico clinico de la pertussis radica, entre otros cosas, en su frecuente
presentacidn clinica atipica, tanto en lactantes pequenos, como en nifos vacunados,
adolescentes y adultos. Estos sujetos pueden ser faciimente diagnosticados de
procesos respiratorios banales, u otros cuadros clinicos, (11-13, 30,35-47) debido a
la inespecificidad o ausencia de los sintomas tan presuntamente caracteristicos de

la pertussis como la tos paroxistica, vomitos, etc (3,24,36,48-53).

Otra razdén que abona la idea de la baja incidencia de las infecciones por B.
pertussis en las poblaciones vacunadas es la escasa sensibilidad de la meta analitica
de cualguier enfermedad infecciosa: el cultivo. Esta pobre sensibilidad del cultivo
viene originada por la naturaleza tan exigente y delicada de esta bacteria y por la
dificultad para recoger un espécimen en el periodo de tiempo éptimo dentro de la
evolucién de la enfermedad. Tal "tiempo éptimo" estd ubicado dentro de las dos
primeras semanas de evolucion de la enfermedad, justo en un momento en que se
sospecha un proceso catarral y no se plantea el diagnostico de presuncion de una
pertussis. Ademas, cuando el clinico puede sospechar este diagnostico, ya ha
transcurrido el tiempo necesario para la sintesis de anticuerpos y la consiguiente
desaparicion de la bacteria de las vias respiratorias (3,9,10,13,15,17,35-

37,40,48,50,54-66).

Los problemas existentes para realizar un diagnéstico clinico certero y

conseguir una confirmacion del diagnodstico de presuncién mediante el aislamiento
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del agente causal han obligado a la busqueda de nuevas alternativas diagnosticas.
Una de las cuales seria la medicion del efecto, ya que no podemos identificar la
causa. Es decir, la objetivacion de algunas de las respuestas del huésped contra el

agresor, ofreciendo la serologia buenas oportunidades para tal finalidad.

En 1987, el Dr. José Ramén Dominguez Pérez me brindd la posibilidad de
realizar la Tesis Doctoral sobre el estudio de la “Utilidad de un método seroldgico

para el diagndstico de las infecciones producidas por Bordetella pertussis”

La prueba tendria que ser sencilla, sensible, especifica, precisa, econdmica y
de facil implementacion en el laboratorio. De entre los métodos serolégicos con
finalidad diagnostica aquellos que pudieran diseccionar la respuesta inmunologica
humoral, proporcionarian una informacidn mas rapida, emanada de la dindamica
temporal de la respuesta de cada clase de inmunoglobulina (IgG, IgA, IgM). Esto
evitaria el retraso intrinseco de ios viejos métodos seroldgicos (aglutinacion, fijacion
del complemento, etc.) al necesitar dos especimenes espaciados en el tiempo (2 a

4 semanas).

La inmunofluorescencia indirecta o los enzimoinmunoensayos son pruebas
validas para su utilizaciéon en el serodiagndstico al permitir estudiar los distintos
isotipos de anticuerpos. En general, el enzimoinmunoensayo tiene la ventaja de
poder ser autormatizado y evita la subjetividad inherente al lector u observador de la
flucrescencia. Presenta los inconvenientes de la estandarizacion y el requerimiento

de un nimero determinado de especimenes para obtener una rentabilidad a la
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ejecucién de la prueba. Cuando la finalidad es serodiagnédstica, y no
seroepidemiolégica, las demandas de estudios de pertussis al laboratorio estaran
espaciadas en el tiempo y, por la propia naturaleza diagndstica de la peticién, el
resultado no podra sufrir un retraso importante, todo lo cual resta operatividad al
enzimeinmunoensayo. Asi pues, se prefiridé la inmunofluorescencia indirecta por su
sencillez, requerimiento de poca atencion manual por parte del técnico del
laboratorio, economia, fiabilidad y posibilidad de ser ejecutable en cualquier

momento, sin necesidad de un nimero determinado de especimenes.

Para la interpretacion de los resultados se plantearon varias alternativas. Una
podria ser la observacion de un cambio superior a cuatro veces en la magnitud del
resultado. Esto tenia la ventaja de no requerir unos valores de referencia, pero
generaba una gran demora en la obtencién de conclusiones, invalidando la finalidad
diagnostica. Otra alternativa podria ser comparar €l resultado obtenido en el paciente
con los resultados derivados de una cohorte control de caracteristicas similares. El
problema residia en la seleccién de los individuos que iban a integrar la cohorte
control; habria que tener la seguridad de no estar incluyendo individuos con
infecciones subclinicas (Unicamente evidenciables por la respuesta de anticuerposy),
que elevarian los valores de referencia, disminuyendo asf la sensibilidad de la prueba.
La tercera alternativa, que fue la elegida en este trabajo, consistio en el conocimiento
poblacional de la evolucion de los anticuerpos dirigidos contra la 8. perfussis, desde
el nacimiento (en sangre de cordon) hasta la senectud, pasando por los periodos
pre-vacunal, vacunal, post-vacunal, nifiez, adolescencia y adultos. Esta alternativa

elegida fue la mas laboriosa pero permiti® detectar y excluir las infecciones
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subclinicas para la obtencidn de un rango de referencia, incrementando la

sensibilidad serodiagndstica.

En resumen, la presente investigacion pretende responder a las siguientes
preguntas: ;Es la tosferina una enfermedad obsoleta?. ;Existen las infecciones por
B. pertussis en sujetos vacunados?. ;Se conoce su incidencia?. ;Por qué pasan
inadvertidas?. ;Qué dificultades diagnodsticas presentan?. ;Como se pueden

diagnosticar?. ;Hay alternativas al diagndstico bacterioldgico y clinico?.

1.1.- El problema de la tos persistente

Habitualmente ocurre que el lactante o nifio con tos persistente plantea uno
de los problemas mas frecuentes en la practica pediatrica, siendo motivo de
inquietud familiar y de exigencias terapéuticas con frecuencia innecesarias y, en
ocasiones, contradictorias. Las causas de tos persistente son muy variadas: alergia
e hiperreactividad bronquial (rinitis, asma, etc), sindromes aspirativos, comprension
de las vias aéreas, cardiopatias congénitas, enfermedades pulmonares preexistentes
(fibrosis quistica, maiformaciones, etc), irritaciones inespecificas de las vias aéreas
(humo, poluciones, etc), tos psicdgena y en ultimo lugar,(sin que esto denote una
menor importancia asistencial sino porque en este apartado esta incluida la
motivacion de esta tesis), los procesos infecciosos respiratorios (infecciones viricas

recurrentes, que simulan un cuadro de tos persistente, B. pertussis, Chlamydia, y
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Ureaplasma). Son microorganismos que producen tos paroxisticas, en general de

caracteristicas pertusoides (1).

1.2.- Papel de B. pertuss/s en ia tos persistente

8. pertussis es un patdgeno exclusivamente humano que origina una
enfermedad respiratoria, en un principio aguda, con una posterior cronicidad de su
sintora mas relevante: ia tos. Es precisamente debido a la tos convulsa, seguida de
un estridor laringeo, por lo que fue acufado el término "tosferina" para referirse a esta

enfermedad (2), o el termino latino "Pertussis" (per (intenso), tussis (tos).

Aunque otras especies de bordetelas (B, parapertuss/s, B. bronchiseptica)
pueden causar cuadros clinicos parecidos, la gran mayoria de los casos y epidemias
estan producidos por B. pertussis (3-8), por lo que, principalmente, nos referiremos

a esta especie.

1.2.1.- Definicion de ia tosferina

La tosferina o coqueluche es una enfermedad mediada por toxinas (9),
caracterizada por una traqueobronguitis aguda que afecta Unicamente al género
humano. Las manifestaciones clinicas, que dieron el nombre a la enfermedad,
consisten en atagues de tos paroxistica seguido de un tipico estridor inspiratorio;
esta sintomatologia sbélo puede observarse en pacientes no vacunados y sin

tratamiento medico, en donde la enfermedad sigue su curso natural (2). En general,
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se prefiere el término de pertussis, acufado por Sydenham en 1679 (10), al de
tosferina, pues en muchos lactantes enfermos falta el gallo o estridor inspiratorio
caracteristico (11-13). En este trabajo se utilizarén los dos términos indistintamente
debido a la amplia aceptacion y uso del vocablo tosferina. En China la enfermedad
se conoce como " la tos de los 100 dias" , en alusidén a la duracién del sintoma

fundamental, la tos {10).

1.2.2.- Historia de la tosferina

La enfermedad fue reconccida por primera vez por Moulton y De Baillou, a
mediados del siglo XVI (2,3). Ellos describieron una epidemia, que ocurrié en Paris

en 1578, con las siguientes palabras:

THE LUNG 1S S50 IRRITATED BY EVERY ATTEMPT TO EXPEL THAT WICH 1S CAUSING THE
TROUBLE IT NEITHER ADMITS THE AIR NOR AGAIN EASILY EXPELS IT, THE PATIENT 1S SEEN
TO SWELL UP AND AS IF STRANGLED HOLDS HIS BREATH TIGHTLY IN THE MIDDLE OF HIS
THROAT....FOR THEY ARE WITHOUT THE TROUBLESOME COUGHING FOR THE SPACE OF
FOUR O FIVE HOURS AT A TIME, THEN THIS PAROXYSM OF COUGHING RETURNS, NOW S0
SEVERE THAT BLOOD I8 EXPELLED WITH FORCE THROUGH THE NOSE AND THROUGH THE
MOUTH. MOST FREQUENTLY AN UPSET STOMACH FOLLOWS...FOR WE HAVE SEEN S50

MANY COUGHING IN SUCH MANNER, IN WHOM AFTER A VAIN ATTEMPT SEMIPUTRID

MATTER IN AN INCREDIBLE QUANTITY WAS EJECTED.
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Como senala Qlson, los parisinos de mitad del siglo XVI fueron testigos del

nacimiento de una enfermedad previamente desconocida para el hombre (14).

En 1822, Benjamin Waterhouse escribié un extenso tratado sobre la “Tussis
Convulsiva or Whooping-Cough', describiendo las tres fases de la enfermedad:
catarral, paroxistica y convaleciente. Excepto en la asuncion de la falta de
medificacién en la difusidén de la enfermedad por el tratamiento, todas las demas
aseveraciones realizadas por Waterhouse se mantienen vigentes en la actualidad

(15).

Cien ano mas tarde, en 1922, fue incluida como enfermedad de declaracion
obligatoria en Estados Unidos, teniendo, desde entonces, datos de la maorbilidad y

mortalidad ocasionadas por esta bacteria.

1.2.3.-_La tosferina en la etapa postvacunal

La aparicidon de la vacuna contra la tosferina a finales de la década de los
cuarenta en Estados Unidos y su progresiva distribucion por el resto del mundo ha
provocado un brusco descenso en la mortalidad de la enfermedad. El hecho de que,
actualmente, no represente un problema serio en la salud, ha inducido a algunos
autores a considerarla como una curiosidad médica o a afirmar que nadie se infecta

despues de los 12-15 afnos (14,16,17).
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Contrariamente a lo que se podria desprender de tales afirmaciones y a poco
que se revise la bibliografia actual especializada, rapidamente se sera consciente de
que la pertussis es un problema de salud, tanto en los nifios como en los adultos,
pendiente de resolucion. Basta hacer una busqueda bibliografica para tomar
conciencia de la inquietud creciente que esta enfermedad esta produciendo y que
ha dado origen a 738 articulos entre los anos 1987-1992. Corroborando esta
situacion, se encuentra el editorial (Archivist) publicado por Archives of Disease in
Chilhood, en 1992 (18); el titulo del articulo es extremadamente sugerente de la
vigencia que posee esta enfermedad. "Pertussis, pertussis, pertussis'. En él se

refiere que:

‘A pesar de las inmunizaciones, la tosferina se encuentra ampliamente
difundida por el mundo, siendo fos adultos una fuente importante de
contaglo. £n éstos, la sintomatologia es diferente a la observada en los nifios
no vacunados. Los adultos presentan una prolongada tos paroxistica que
empeora por la noche, constituyendo un criterio diagnostico. Ef 86% de los
adultos se quejan de respiracion acorfada durante e/ paroxismo y una
sensacion de hormigueo en la garganta. Menos del 10% de los adultos tienen
vomitos o estridor después de la tos. Ninguno presenta cianosis, ni infocitosis,
siendo el aislamiento de la B. pertussis muy escaso. Observaciones similares
se delectan en nifios que presentan la enfermedad a pesar de estar

nmunizados. "
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Finalmente, se plantea la cuestion sobre la necesidad de revacunaciones

contra ia tosferina por encima de los siete anos.

En el V Simposio Internacional sobre Pertussis, celebrado en Copenhagen en

1988, se recogieron las siguientes aseveraciones (19):

- Un nific menor de cince anos muere cada 52 segundos de pertussis en el
mundo, o lo que es lo mismo, 606.000 nifos menores de cinco afnos mueren
en el mundo, cada ano.

- En Estados Unidos la incidencia anual de pertussis aumenté de 0.82 por
100.000 habitantes en 1982 a 1.74 por 100.000 habitantes en 1986, pasando
a representar los adolescentes y mayores de 20 anos el 12% de [os casos

declarados, frente al 5% de 1982,

1.2.4.- Papel del adulto en la perpetuacion de |a tosferina

Como se observard més detalladamente en el capitulo de resultados, la
prevalencia y titulos de anticuerpos alcanzan unos niveles importantes en los adultos,
reflejando la connivencia de este segmento poblacional con esta bacteria tan
sumamente contagiosa. Pudiera tratarse de que, ¢ bien después del calendario de
vacunaciones, o bien tras padecer una tosferina, los individuos desarrollaran una
inmunidad contra la enfermedad, pero no contra la infeccidn. Elle no impediria que,
pasado un cierto periodo de ahos, estos individuos se volvieran susceptibles a una

nueva reinfeccion con este patbgeno, con una tasa de ataque superior al 90% en los
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contactos susceptibles (17,20,21). El resultado seria, si esta hipotesis se ratificara, la
aparicién de una sintomatologia sumamente atipica, imputada a procesos banales,
dificiimente atribuible a esta bacteria, con una evolucion totaimente desapercibida y
una perpetuacion de la infeccidn por la transmisiéon de un individuo a otro hasta el
contacto con un individuo susceptible, en donde se expresaria el cuadro sugerente

de una pertussis clasica.

La verdadera incidencia de la pertussis en el grupo de adultos y la relativa
impontancia de éstos como portadores y transmisores de la enfermedad son datos
actualmente desconocidos y fuente de grandes controversias (22-33). Mientras que
la transmision adulto-adulto puede jugar algin papel en la perpetuacion de la
epidemia, la transmisiéon documentada de este tipo de vehiculacion no esta todavia
clarificada. En un estudio, con una vigilancia epidemiclogica muy intensa, llevada a
cabo en un epidemia de tosferina ocurrida en Seattle-King County Washington, en
1984, se observé la transmisidn entre adultos que trabajaban en la misma habitacidn,
pero no se contagiaban los adultos de habitaciones contiguas, ni la enfermedad se
extendia a los contactos del hogar, por lo que se sugeria la presencia de algun otro

mecanismo en esta transmision adulto-aduito (34).
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1.3.- Problemas diagnosticos de la tosferina

1.3.1.- Problemas del diagndstico clinico

El problema del diagnodstico clinico de la tosferina radica, entre otros motivos,
en su posible y frecuente presentacién Clinica atipica tanto en recién nacidos como
en nifos vacunados y adultos, pudiendo ser faciimente diagnosticados de neumonia,
bronquitis cronica, bronguiolitis, etc (11-13,30,35-40). Ademas, cuadros respiratorios
provocados por agentes viricos pueden producir una sintomatologia indistinguible de

una pertussis (41-47).

l.os sintomas gue se asumian como caracteristicos de |a tosferina, tales como
la tos paroxistica, vomitos, picor de garganta, etc, a la luz de las nuevas herramientas
diagnosticas, parecen no poseer el rendimiento diagndstico que se les atribuyd.
Pueden aparecer tardiamente, cuando las posibilidades de aislar la bacteria en los

especimenes nasofaringeos han disminuido marcadamente (3,24,36,48-53).

1.3.2.- Probl el di Atico | inldai

La enorme dificultad para el aislamiento de esta bacteria, agudizada en sujetos
vacunados, provocd un editorial del CDC, en 1985, en donde se pone de manifiesto
que la metodologia corrientemente utilizada para el diagnostico de pertussis parece

inadecuada, impidiendo los estudios de transmisién de la tosferina (34).
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A la dificultad en el aislamiento de ia bacteria en los sujetos vacunados, hay
que afadir lo extremadamente exigente que es B perfussis en cuanto a sus
condiciones de transporte, crecimiento, asi como, el periodo de tiempo éptimo para
la toma del espécimen, justo en un momento en que la sintomatologia es
indistinguible de cualquier proceso agudo de vias respiratorias superiores

(3,10,13,15,17,35-37,40,48,50,54-60).

La carencia del estandar de oro de cualquier proceso infeccioso, el cultivo,
ha dado lugar a la aceptacion del diagnéstico clinico de tosferina como criterio valido
para ser incluida en los boletines epidemioldgicos en todos los paises con registros

gpidemiocldgicos de ia enfermedad.

Este diagnéstico clinico podria ser aceptable si estos cuadros estuvieran
producidos Unicamente por B. pertussis pero, desafortunadamente esto no es asi,
diagnosticandose de tosferina procesos respiratorios alérgicos, infecciosos
provocados por adenovirus, enterovirus, virus respiratorio sincitial, parainfluenza,
sarampidn, paperas, Mycoplasma pneumonias, Chlamydia (11,41-47). Por el
contrario, cuadros respiratorios atipicos, cuya Unica sintomatologia sea la tos, pasan
totalmente desapercibidos en cuanto al diagnéstico, provocando la expansion de la

enfermedad y tratamientos innecesarios y costosos.

Resumiendo, estamos habitualmente incluyendo como tosferina a procesos
respiratorios originados por otros agentes y dejando de incluir como tosferina

cuadros atipicos provocados por esta bacteria.
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1.4.- Definicion clinica de tosferina

En un intento de evitar estas confusiones diagndsticas, en 1990, el CDC define
el caso clinico de pertussis como una tos de mas de dos semanas de duracién,
acompanada de uno de los siguientes sintomas: paroxismo de la tos, estridor
inspiratorio, vémitos después de la tos y ausencia de otra causa aparente que
justifique esta sintomatologia. Esta definicion es apropiada para casos endémicos o
esporadicos. En una epidemia, un caso puede ser definido como pertussis con la
Unica existencia de una tos de mas de dos semanas de duracion. Un caso clinico se
considera "Probable" si reune los criterios de un caso-definicidon, pero no esta
confirmado por el laboratorio, o epidemiolégicamente unido a un caso confirmado
por el laboratorio. Un caso clinico se clasifica como "Confirmado" cuando esta
respaldado por el laboratorio o epidemiclégicamente unido a un caso confirmado por
el laboratorio {61). No obstante, como se discutirA méas adelante, no existe una
aceptacion internacional generalizada en la aceptacion de la duracién de la tos para

la definicion de caso clinico (36,38,39,51,62-66).

1.5.- Epidemiclogia de la tosferina

La epidemiologia, basicamente, es una ciencia de cocientes en los cuales, por
ejemplo, el numerador es el nUmero de casos de una enfermedad que se producen
en un periodo dado y el denominador es la poblacién total con riesgo (67). Agui,
nada mas comenzar, se encuentra la primera dificultad, el definir sin sesgo el

numerador, hecho, que como se ha revisado anteriormenie, encierra graves
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problemas. No obstante, con estas salvedades, lo que si se puede observar es la
tendencia de la enfermedad, que no de la infeccién, desde 1922 en Estados Unidos

y posteriormente en los paises con registros epidemiolégicos.

La tosferina fue una de las mayores causas de mortalidad y morbilidad infantil
en el mundo. Actualmente, no solamente es un importante problema en jos paises
en vias de desarrollo, sino que también vuelve a ser problema en los paises
desarrollados, en parte por el abandono de los calendarios de inmunizaciones, en
parte por la corta inmunidad conferida por la vacuna y, en parte, por la dificultad
existente en el diagndstico de la enfermedad, lo que origina importantes lagunas en
suU conocimiento, tales como: transmision, reservorios, infecciones subclinicas, causa
de la sintomatologia, etc. Una exhaustiva revisién epidemiolégica ha sido realizada

en 1992 por Hodder and Mortimer (68).

No existe ninguna duda es en los cambics epidemiocldgicos introducidos con
el uso de las vacunas. Los picos de incidencia de la enfermedad se han trasladado
a edades mas extremas, menores de un afno y, a los adolescentes y adultos. Los
brotes epidémicos que ocurrian cada 3-5 anos, son dificiles de observar, guedando
relegados a pequenas comunidades. Lo mismo ocurre con las incidencias
estacionales de la enfermedad, siendo muy variables de unos paises a otros e
incluso dentro de un mismo pais, la afectacién por

sexos.(3,14,15,25,27,30,34,51,64,66,69-78).
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1.6.- Incidencia de ia tosferina

La incidencia de la tosferina a nivel mundial es desconocida, tanto en los
paises en vias de desarrollo, como en los paises desarrollados. Este
desconocimiento es la consecuencia de midltiples factores que actian sobre la
practicabilidad del control epidemioclégico de la enfermedad, tales como la falta de
programas de vigilancia, sintomatologias atipicas, ausencia de métodos diagnosticos

sensibles y especifico y las condiciones problematicas del aislamiento de la bacteria.

1.6.1.- Incidencia de tosferina en Estados Unidos

En 1922 fue incluida como enfermedad de declaracién obligatoria en Estados
Unidos. La méaxima incidencia de la enfermedad ocurrié en 1934 con una morbilidad
de 265.269 casos declarados y una moralidad de 7.518 sujetos. La méxima

mortalidad se observé en 1923 con 9.269 nifios. (71,79)

La introduccion de la vacuna en Estados Unidos a finales de la década de los
cuarenta provocd una dréstica disminucion de la enfermedad en este pals, pasando
de 109.1 casos por 100.000 habitantes en el periodo entre 1843-1945, a unas tasas
por 100.000 habitantes, de 33.5 en el periodo 1953-1955 y de 0.54 en 1981. No
obstante, a partir de 1980 se viene observando un aumento gradual en la incidencia
de esta enfermedad (20,39,66,71,78-83) no sabiendose, aun con certeza, si este
incremento es debido a un verdadero aumento de la tosferina © & una mayor

notificacion de los casos al Centers for Disease Control, aungue se sospecha que
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se declaran entre un 2.7% y un 10% de los casos de pertussis (39,84,85). Asi pues,
las infecciones por B. periussis, no solamente representa un problema de salud en
los paises en vias de desarrollo, sino que también es un problema de salud re-

emergente en los paises desarroliados.

1.6.2.- Incidencia de tosferina en Espana

En lo que respecta a Espaha, poseemos datos de tosferina desde 1982, fecha
en la que se incluyd entre las enfermedades de declaracion obligatoria. En el Boletin
Epidemiologico correspondiente a la semana 7 de 1986 (86) se reconoce que la
tosferina continda siendo una enfermedad ampliamente difundida en nuestro pais, a
pesar de la escasez de datos disponibles y de la brevedad de la serie de afios
recogida. Se sefiala el aumento de casos declarados en los anos 1982 y 1985,
haciendo compatible este hecho con la evolucién secular en ondas epidémicas de
la tosferina, debidas al aumento de nifos susceptibles de forma periddica, siendo
dicha periodicidad variable de un pais a otro En ia tabla 1.1 se encuentran
representados los datos correspondientes a casos y tasas de tosferina en Espana
desde 1982 a 1991, ambos inclusive. En esta tabla se puede observar que son los
anos 1982, 1985 y 1986 los que contienen un mayor numero de casos declarados,
pudiendo coexistir otras variables para explicar la mayor incidencia de esta

enfermedad durante estos anos, ademas de la evolucidn secular de la tosferina.
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1.6.3.- Incidencia de tosferina en la Comunidad de Madrid

En lo referente a la Comunidad de Madrid, poseemos cifras de los casos de
tosferina desde 1986 y por Areas Sanitarias desde 1987. En la tabla 1.1 se exponen
los datos extraidos de los boletines epidemiolégicos semanales editados por el
Ministerio de Sanidad y Consumo, Direccidn General de Salud Publica, desde 1986,
y de los boletines epidemiocldgicos del Servicio Regional de Salud de la Comunidad
de Madrid, Consejeria de Salud, desde 1987 (87). Es muy probable que la mayoria
de estos casos de tosferina hayan sido diagnosticados solo desde un punto de vista
clinico, sin confirmacién bactericlégica, como se recoge en un Avance
Epidemioldgico Semanal de 1991, editado por el Servicio Regional de Salud de la
Comunidad de Madrid (88).

Tabla 1.1. Tasas de tosferina en Espana por 100.000 habitantes.

ANO NACIONAL MADRID AREA 10
1982 133,38

1983 91,42

1984 92,42

1985 153,9

1986 140,5 200,02

1987 67,15 96,41 2,07
1988 35,77 51,14 25,2
1989 81,09 92,33 41,8
1990 24,35 28,34 18,2
1991 21,44 21,72 16,84
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1.7.- Historia de Bordetella pertussis

En 1900, Bordet y Gengou observaron, en una nifa de cinco meses
previamente sana, una zona blanquecina, no mezclada con saliva, en el exudado
expulsado con un ataque de tos. La coloracion de esta zona blanquecina con el azul
fenicado de Kiihne reveld multitud de leucocitos y una enorme cantidad de pequenas
bacterias ovoides, algunas mas elongadas y otras mas cortas, coloreadas en azul
palide. La atencién y la paciencia consagrada por estos autores en la investigacion
de las técnicas de aislamiento dio su fruto seis afos después, en 1906, con el
aislamiento de esta bacteria en un medio elaborado por ellos y que ha conservando

su vigencia hasta la actualidad.(89).

Tuvieron que pasar varios anos antes gue el bacilo de Bordet-Gengou fuera

admitido como el agente causal de la tosferina (14).

Los organismos incluidos en el género Bordetellason: B. pertussis aislada por
Bordet y Gengou en 1906; B. bronchiseptica aislada por Ferry en 1911 en las vias
respiratorias de perros que padecian "distemper' por lo que, primeramente, fue
denominada Bacillus bronchicanis. En 1912, Ferry encontrd el mismo bacilo en
cobayas, congjos y monos, por lo que cambid su nombre a Bacillus bronchiseplicus.
El tercer miembro de este género es B. parapertussis identificada por Eldering y
Kendrich en 1938 en enfermos con tosferina. A diferencia de B pertussis, su

aislamiento y crecimiento puede llevarse a cabo en medios comunes (90-93).
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En un principio, todas las especies de bordetelas fueron incluidas por
Williams, en 1914, (14) en el género Haemophilus, de |la familia de las Brucellaceas,

debido a:

- sus similitudes antigénicas y morfoldgicas por microscopia optica;

- &l requerimiento de un medio conteniendo sangre para el aislamiento de 8.
PErtussis,

- y a las patologfas observadas en cobayas, conejos y cachorros de perros,

muy parecidas a las ocasionadas por las brucellas.

Pronto se vic que se diferenciaban claramente de las especies del género
Haemophilus porque, tanto B. perfussis, como las otras dos especies hasta entonces
descubiertas, no necesitaban ios factores de crecimiento X (hemina) y V (dinuclebtido
de nicotinamida adenina, NAD) para su desarrollo. Asimismo, no pudo encontrarse
una relacién antigénica entre las especies del género Haemophilus y las distintas
especies de bordetelas. Las necesidades de sangre de estas Ultimas para su
aislamiento no tenian una finalidad nutritiva, sino neutralizantes de materiales téxicos
desconocidos (quiza acidos grasos), producidos durante su crecimiento, (tabla 1.2).
Los medios de crecimientos liquidos o sélidos conteniendo carbén, albdmina,
almidones © resinas de intercambio anidnico, en lugar de la sangre, son

complietamente satisfactorios para los aislamientos de bordetelas (90-92).
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Tabla 1.2. Diferencias entre los géneros Bordetella, Brucella, Haemophiius

Caracteristicas Bordetella Brucella Haemophilus
Parasito estricto + + +
Localizacion cilios + - -
respiratorios.

Aerobio estricto + + -
Crecimiento tiamina - + .
Crecimien. nicotinamida + - -
Factor V y/o X - - +
Fermenta carbohidratos - - +
Reduccidn nitratos +/- + +
Oxidacién aminoacidos + + -
Mol% Guanidina/citosina 66-70 55-58 38-44

Posteriormente fue aceptada la propuesta de Moreno Lopez para fa creacion
de un nuevo género, el “Género Bordetla” El término Bordet/la fue modificado por
Eldering y Lawson acubando el nombre de Bordetelia, término aceptado por Bordet,
padre e hijo, el 10 de septiembre de 1952 figurando en el Manual Bergey desde

1953 (93-95).



Introduccion Fdgina 36

1.7.1.- Biologia del género Bordetelia

l.a relacién entre las especies de Bordetella se han enfocado de distintas
formas. Una de las caracteristicas del género Bordetefla es la alta relacion
Guanidina/citosina (66 a 70%) que posee su DNA. La gran homologia existente en
sus bases nucledtidas indujo a Kioos y col., en 1978, a que se cuestionaran la
existencia de estas tres especies como entidades separadas dentro de este género.
Investigaciones posteriores demostraron una estrecha relacidén genética por
reasociacion del DNA. El DNA marcade de B. pertussis se hibridaba con el DNA de
B. parapertussis en un 88-94%; la homologia compartida con £ bronc_‘hiseptica

oscilaba entre el 72 y el 93%. (96).

Estudios posteriores de Musser y col. sobre genética molecular sugieren que
los tres organismos presentan insuficientes diferencias para ser clasificados como
especies diferentes. Analisis electroforéticos, realizados sobre enzimas no
relacionadas con la virulencia, han demostrado una estrecha relacion entre ias tres
especies. Estos autores concluyen que B. parapertussis esta mas relacionada con
B. bronchiseptica que con B. pertussis (97). Marchitto y col. apuntan las mismas
conclusiones estudiando la homologia de la secuencia de nucledtidos del gen

codificador de la toxina pertussis (98).

Aunque los tres organismos poseen la informacion genética para la

elaboracion de la Toxina Pertussis, principal factor determinante de la virulencia de
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la enfermedad, Unicamente £. pertuss/s produce esta toxina. La aportacién exégena
de los genes codificadores de toxinas de B. pertussis a B. parapertussis induce a
esta Ultima a la produccién de dicha sustancia. Esto parece indicar que la diferencia
entre las dos especies reside en la regulacion de los genes codificadores de toxinas
(99). Un dato a favor de este sugerencia es la aportacion de algunos trabajos en
donde se recoge la induccidon de la interconversion de B pertussis en B.
parapertussis (100). Si B. parapertussis fuera una cepa no toxigénica de B. pertussis,
explicaria ciertas observaciones enigmaticas sobre el papel de B. parapertussis en
el desarrollo de la enfermedad. Se han comunicado infecciones conjuntas de las dos
bacterias, aislandose B. parapertussis en individuos con una pertussis e importante
linfocitosis (el factor promotor de la linfocitosis, o toxina pertussis, es una toxina
producida exclusivamente por B perfussis) (101). Otros autores van incluso mas
lejos, indicando la conversion de B. pertussis en B. parapertussis (7), o sefalando
que no es preciso identificar |la especie de bordetela aislada, ya que 8. parapertussis
seria una variante de B. pertussis que apareceria como resultado de una presion
selectiva para evadir la respuesta de inmunidad humoral del huésped contra la

bacteria (102,103).

Hasta ahora, poca atencidon se le ha dedicado a B bronchiseptica como
agente patdgeno en humanos (104). En los dltimos afos, se esta experimentando un
mayor interés por el estudio de esta especie de bordetela en los sujetos
inmunocomprometidos (trasplantados, sindrome de Down, Sida, etc) en donde
origina cuadros respiratorios de vias bajas y incluso septicemias. Woolfrey y Moody

han realizado una magnifica revision sobre el tema en 19321, registrando 25
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infecciones, hasta la fecha, en la literatura (105). Desde 1991 hasta la actualidad se
estan produciendo nuevos aislamientos en sujetos inmunocomprometidos, sobre

todo en pacientes con HIV positive (106-110).
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En 1984, Kersters y col. (111) describieron un cuartc miembro del género
Bordetella como causante de enfermedades respiratorias en las aves. A este cuarto
miembro, Kersters y col. ie han denominado 8. avium. B. avium es muy semejante
a B bronchiseptica (previamente fue considerada especie Alcaligenes)(10),
originando una coriza en |os pavos. Hasta nuestros dias, no se ha descrito ninguna

patologia causada por este bacteria en el hombre (3,10).

En el Manual Bergey de 1984 (93) se la denomina B. bronchiseptica like-
bacterium por su parecido a B. bronchisepticaen la patogénesis respiratoria, lesiones
patoldgicas, epidemiologia y por tener el antigeno O comun. Las diferencias entre las

dos especies residen en que B. awum es:

- ureasa negativa,

- oxidasa positiva después de 48-72 horas de incubacion,

- producir la reduccion de nitratos dnicamente cuando el medio esta
suplementado con 100 ug de NAD por mililitro y suero al 1%,

- la relacidn de Guanidina/citosina es més baja de la encontrada en las otras

especies de este género (61.6%).

En el Manual Bergey se recomienda, de momento, no incluir esta bacteria en
el género bordetela hasta que su posicion taxondmica pueda ser mejor valorada (93).
Sin embargo, hay que tener en cuenta la larga periodicidad con la que se efectia la
revision de este manual. Por otro lado, para que una nueva bacteria sea incluida o

modificada taxondmicamente en el "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", ésta
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debe aparecer previamente en revistas especializadas sobre clasificaciones y nuevas
taxonomias, tales como: International Journal of Systematic Bacteriology, Current
Microbiology, Journal of Clinical Microbiology, Systematic and Applied Microbiology,
y ultimamente, Clinical Infectious Diseases. B. avium ha sido reconocida como tal en
el International Journal of Systematic Microbiology y en Clinical Infectious Diseases

(111,112).

1.7.2.- Propiedades del género Bordetelia

Los cuatro miembros de este género son cocobacilos capsulados, de 0.2-0.5
um de didmetro por 0.5-2.0 um de longitud, ordenados en pares o solitarios, rara vez
en cadenas vy, frecuentemente, con una morfologia pleomérfica. Estructuras
filamentosas parecidas a los pili rodean toda ia superficie de los cuatro miembros
del género. Son bacterias Gram negativas, aerobias estrictas, ovoides, inmoviles
(excepto B. bronchiseptica y B. avium que poseen flagelos peritricos que les
proporcionan movilidad), no formadoras de esporas y con grandes dificultades para
su crecimiento in vitro. Su replicacion es lenta, atn en condiciones 6ptimas,
requiriendo que el medio de culivo contenga nicotinamida, restos sulfurosos
orgénicos como la cisteina y nitrégeno organico en forma de aminoacidos. Su
crecimiento puede estar inhibido por factores que se hallan presentes en los
procedimientos bacteriolégicos rutinarios y/o por productos efaborados por la propia
bacteria (acidos grasos insaturados, residuos sulfurosos, toxinas, etc). El medio de

agar sangre con almidén de patata y glicerol, usade cominmente por Bordet y
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Gengou, sirve primariamente como absarbente, pudiendo ser reemplazado por atras
sustancias como el carbon vegetal, resinas de intercambio anidnico, etc.

De sus propiedades quimicas destaca la no fermentacién de az(cares como
la glucosa, levulosa, galactosa, maltosa, sucrosa, dextrinas, manitol, lactosa e inulina.
La produccién de una discreta zona de hemdlisis en medios con sangre. Las
principales diferencias entre las especies residen en la capacidad de produccion de
ureasa, catalasa, coagulasa y reduccion de nitratos. B. perfussis es coagulasa y
catalasa positiva, dependiendo de las cepas. 8. parapertussis, ademas de coagulasa
positiva, es ureasa positiva y la positividad de la catalasa es mucho mas intensa que
en B. pertussis. B. bronchiseptica es catalasa, coagulasa y ureasa positiva,

produciendo la reduccién de nitratos a nitritos (tabla 1.3) (3,10,14,16,89-91,93,113).
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Tabla 1.3. Caracteristicas del género Bordetella

crecimiento AGNS

Caracteristicas B.pertussis B.parapertussis B.bronchiseptica B avium
Movilidad - - + +
Crecimiento 3-6 dias 1-2 dias 1-2 dias 1-2 dias
Aerchio estricto + + + +
Carbohidratos - - - -
Citrato - + + +
Nitratos - - +a +b
Ureasa - + +c -
Oxidasa + - + +d
Coagulasa +/- + +

Catalasa +/- + + -
Peroxidasa + + +

Actividad adeni- Extracel. + + +

lato ciclasa tntracel. + ) A

Gelatina - - -

Nicotinamida + + +

SH.orgéanico + + +

N.orgénico + + +

Inhibicién + - -
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a. Regularmente positiva en medio de nitrato suplementado con NAD y suero.
Excepciones ocurre en medio de nitrato convencional.

b. Sélo en medio suplementado con NAD y suero.

c. Positivo en 4 horas.

d. Test de Kovacs positivo después de 48-72 horas de incubacion.

AGNS: Acidos grasos no saturados.

1.8.- Caracteristicas clinicas de la tosferina

B. pertussis es un patégeno estrictamente humano multiplicAndose

exclusivamente en los cilios de las células epiteliales respiratorias.

l.a enfermedad comienza, después de un periodo de incubacion que oscila
entre 7 y 20 dias, con una sintomatologia catarral totalmente indistinguible de
cualquier proceso infeccioso de vias respiratorias superiores. Es en este periodo
catarral, con una duracién entre 1 y 2 semanas, cuando la enfermedad es mas
contagiosa y el éxito del aislamiento de la bacteria es mayor (36,50,89,114-120). Sin
embargo, debido a la naturaleza tan inespecifica de la sintomatologia no se suele

pensar en la pertussis a no ser que esté en curso una epidemia.

Pasada esta fase catarral comienza la fase paroxistica con ataques de tos,
predominantemente nocturnos al principio, que posteriormente se van extendiendo
a lo largo del dia produciéndose de 15 a 25 ataques de tos paroxistica. Estos

ataques severos de tos acaban expulsando el moco que obstruia las vias aéreas y
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originando un tipico estridor inspiratorio o gallo al paso del aire por una glotis
inflamada. La ausencia de este estridor en lactantes menores de seis meses, nifios
vacunados y adultos ha dado lugar a preferir el término pertussis al de tosferina. Un
gran namero de nifios presentan vomitos al finalizar estos ataques. El aumento de
presidon venosa puede ocasionar epistaxis, petequias, hemorragias conjuntivales,
melenas, hematomas subdurales o epidurales. El aumento de presion también puede
causar hernias umbilicales o inguinales, prolapso rectal, neumotérax, enfisemas

subcutaneos o mediastinicos (3,10,14,53,89,91).

Al contrarioc de lo que ocurre en otras infecciones bacterianas, esta
enfermedad suele cursar afebril 0 con unas pocas décimas. La presencia de fiebre

sugiere la existencia de una segunda infeccidn sobreafiadida (10).

En esta fase aguda de la enfermedad, no esta claro si el uso de los
antibidticos detiene el curso de la pertussis pero parece ser Util para impedir la
difusién de la misma (21,46,52,69,121-127). Algunos autores recomiendan su uso
empirico ante cualquier cuadro altamente sospechoso de tosferina, ya que la
eritromicina es tambien efectiva contra la neumonia causada por Mycoplasma
pneumoniae, la cual suele presentar la tos como sintoma prominente (26). Otros
autores, sin embargo, dudan de la efectividad de la eritromicina en |a profilaxis de la
tosferina (29) y, en algunos paises como Suecia, la recomendacién oficial es la no
administracion de eritromicina en el tratamiento de la pertussis no complicada en

ninos mayores de un ano, ni en contacto con mas de seis meses de edad (128). En
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esta misma fase, cuando la sintomatologia es mas intensa, es extremadamente dificil

el aislamiento de la bacteria en estos pacientes (17,129).

Transcurrido el periodo de 1 a 4 semanas que dura la fase paroxistica, los
ataques de tos empiezan a ser menos severos y mas espaciados en el tiempo
pudiendo persistir mas de seis meses. Los ataques de tos paroxistica pueden volver
a recrudecerse si se sobreafnade otro proceso infeccioso respiratorio. En esta fase
convalecencia es practicamente imposible encontrar el organismo en la nasofaringe

de los individuos infectados.

Aunque el cuadro tipico de tosferina Unicamente se puede observar en nifios
no vacunados, no todos estos niflos presentan el cuadro clinico clasico, sobre todo
los menores de seis meses y, especialmente, los de menos de tres meses de edad.
De los 5865 casos recogidos en Estados Unidos entre 1984 y 1985, el 37% de los

casos ocurrieron en menores de seis meses y solamente la mitad de éstos

presentaron el tipico estridor laringeo o gallo (78).

Los estadios clinicos de la infeccion asi como sus complicaciones pueden

analizarse en términos de interaccion entre B. pertussis y el huésped.

1.8.1.- Transmision de la tosferina

La transmisién de la infeccidn entre los individuos ocurre, presumiblemente,

por secreciones respiratorias vehiculizadas por el aire desde un paciente con



Introduccion Pdgina 46

pertussis a las vias respiratorias de un individuo susceptible. También es posible que
las secreciones respiratorias del individuo enfermo contaminen los objetos que se
encuentran en el medio ambiente y que el individuo susceptible, a través de sus

manos, transporte la bacteria a sus vias respiratorias (3.10).

1.8.2.- Patogenia de la tosferina

En la patogénesis de la pertussis, los siguientes cuatro pasos son importantes:

A) Anidamiento a los cilios de las células epiteliales de la mucosa respiratoria.
B) Evasion de las defensas del huésped.
C) Produccion del dafo local.

D) La enfermedad sistémica.

1.8.2.1.- Anidamiento en la mucosa respiratoria

Para la unién a los cilios de las células respiratorias, la hemaglutinina
filamentosas y el factor promotor de la linfocitos juegan un papel importantisimo, no
estando claro el papel desempefiado por los aglutinégenos vy la fimbria (130-133).
Weiss y Hewlett (117) afirman que otros factores, ademas de la hemaglutinina y el
factor promotor de la linfocitosis, son necesarios para que se produzca la anidacion

de las bacterias.
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1.8.2.2.- Evasion de los mecanismos de defensa del huésped

La evasidn de la respuesta inmunolégica la lleva a cabo B. pertussis mediante
la produccién de adenilato-ciclasa (posee un efecto deletéreo sobre las células que
intervienen en los mecanismos de defensa) y la citotoxina traqueal (alterando los
mecanismos normales de limpieza de las vias respiratorias), lo que permite la

persistencia del foco infeccioso (117).

1.8.2.3.- Produccidén del daho local

A partir de estudios realizados en animales de experimentacion, el dafio local
parece derivarse de la produccion de citotoxina tragueal, toxina dermonecrética,

adenilciclasa y hemolisinas (3,117,134).

1.8.2.4.- La enfermedad sistémica

E!l anidamiento de las bacterias en los cilios del tracto respiratorio, su
multiplicacion in situ evadiendo las defensas del huésped y no pasando al torrente
sanguineo, y la produccién de toxinas va a dar lugar a la cuarta fase de la
patogénesis de la enfermedad: la enfermedad sistémica. De los factores con
actividad biocldgica producidos por B. perfussis, unicamente la toxina pertussis y ,
quiza, los lipopolisacaridos, originan efectos sistémicos en los animales de
experimentacién, sobre todo, la toxina pertussis (8,135). Sin embargo, los efectos

sistémicos sobre los humanos no estan bien definidos y algunos sintormas como la
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pérdida de peso y la hipoglucemia, anteriormente atribuidos a las toxinas, pudieran
ser debidos al estado nutritivo de ios sujetos afectados de tosferina. Lo mismo podria
decirse de las hipoglucemias observadas en estos sujetos. La Unica manifestacién

sistémica que claramente puede atribuirse a la toxina pertussis es la linfocitosis .

La complicacién clinicamente méas importante de la infeccién por B. pertfussis
es la encefalopatia. En 1956 Miller y col. (3) hicieron una exhaustiva revision de las
encefalomielitis parainfecciosas, llegando a la conclusion que las complicaciones
neuroldgicas de la pertussis difieren, clinica y patoldgicamente, de las complicaciones
neuroldgicas del sarampidn, varicela, rubeola y paperas. Aunque la literatura anterior
a esta época contenfan muchas referencias sugiriendo una encefalitis tosferinosa, los
hallazgos patolégicos en la mayoria de los casos, una vez excluidas otras eticlogias,

fueron de naturaleza no inflamatoria.

Los hallazgos encontrados en cerebros examinados a simple vista fueron
edema y alguna hemorragia ocasional. En otros pacientes no se observd ningln
hallazgo anatomopatoldgico. Las meninges estaban frecuentemente edematosas y
las lesiones del cerebro se localizaban en los hemisferios siendo de naturaleza
vascular o degenerativa. Podian existir pequefas hemorragias subaracnoideas pero
las hemorragias importantes fueron raras. Los cambios observados eran consistentes
con un dafo cerebral secundario a la anoxia. Las lesiones desmielinizantes no eran

caracteristicas de esta encefalopatia, lo mismo que la pleocitosis.
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Hasta la actualidad, la causa de la encefalopatia de la pertussis es
desconocida. En la mayoria de los casos la explicacién es una anoxia secundaria a
los ataques de tos paroxistica, no descartandose algunos casos que puedan ser
atribuidos a la toxina pertussis o a la adenilciclasa (136). Estas toxinas presentan las
caracteristicas generales y la estructura molecular de otras exotoxinas bacterianas,
tales como la difteria y el cdlera (137). Las actividades de las toxinas pertussis son
mediadas por alteraciones enzimaticas de las funciones fisiclégicas de ciertas células,

sin alteraciones histolégicas de las mismas.

1.9.- Factores producidos por el género Bordetel/a

Las bacterias integrantes de este género producen una serie de sustancias
con actividad biolégica y capacidad de provocar un respuesta inmunoldgica, aunque
no todas las especies producen los mismos factores. Asi, el principal factor
patogenético, el factor promotor de la linfocitosis o toxina pertussis, dnicamente es
elaborado por B. pertussis. A continuacion se describiran las estructuras, funciones
y capacidades antigénicas de las distintas sustancias producidas por el género

bordetela.

1.9.1.- Hemaglutinina filamentosa (FHA) v fimbria

La FHA es una proteina cilindrica de superficie de 2 por 40-100 nm, con un
peso molecular de 1.000 kDa determinado por filtracion en gel a pH 8. En la

electroforesis sobre gel de poliacrilamida con sodio dodecilsulfato se observan tres
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componentes correspondientes a los pesos moleculares de 100, 130 y 220 kDa,
estando asociada la capacidad hemaglutinante con el componente de 130 kDa.
(138,139). Estudios posteriores de Thomas y col., en electroforesis sobre PAGE con
sodio dodecilsulfato, refieren cuatro componentes con pesos moleculares de 92, 108,

114 y 136 kDa (140).

Su nombre se deriva de la capacidad que tiene esta proteina de aglutinar una
gran variedad de hematies de distintos animales, estando dicha capacidad inhibida
por concentraciones micromoleculares de colesterol. Parece estar involucrada en la
adherencia de B. pertussis al epitelio respiratorio ciliado, careciendo de actividad

toxica.

La abreviacidén FHA fue utilizada en un principio para referirse a la fimbriae ya
que se pensO® que la FHA era una proteina de la misma, basandose en las
observaciones realizadas con microscopia electrénica sobre la unidén de un suero de
conegjo anti FHA con la fimbria. Posteriormente, Ashworth (141) no encontrd una
correlacion entre la capacidad aglutinante y las cantidades de fimbriae presente en
las bacterias de la cepa Tohama | (agiutinégeno serctipos 1,2,4); ademas, utilizando
un anticuerpo marcado dirigido contra la FHA no detectd reaccion con las estructuras
fimbriales. Si se marcaban estas estructuras cuando el suero marcado estaba dirigido
contra el serotipo 2, por lo que pensé que el anticuerpo utilizado por Sato contra la
FHA podia estar contaminado con anticuerpos contra el aglutindgeno 2 de la
fimbriae. La naturaleza distinta de la FHA y el serotipo 2 de la fimbria es evidente si

se comparan las distintas propiedades de las proteinas purificadas. La fimbria o pilis
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no es hemaglutinante, tiene una estructura filamentosa mas larga y antigénicamente
distinta a la FHA. Esta formada por dos subunidades idénticas de 22 kD con
ordenacion helicoidal, en sus estructuras residen algunos de los epitopos que dan
lugar a los diversos serotipos. Estan aun en duda su papel de adhesina sobre las
células ciliadas (9,142). Las cepas que contienen la fimbria tipo 2, pero que son
deficientes en FHA, se adhieren débilmente a las celulas humanas WiDr, y a los cilios
de las células epiteliales respiratorias. Las cepas mutantes deficientes en fimbria pero

con FHA se adhieren eficientemente a los cilios de células humanas (131).
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En resumen, los datos disponibles en la actualidad indican la distinta
naturaleza de las dos proteinas, fimbria y FHA. Dos tipos de fimbria, aglutinégenos
serotipos 2 y 6, han sido aislados de B. pertussis, no conociéndose cuantos
diferentes tipos antigénicos fimbriales posee esta bacteria. Se esta por determinar si
el serotipo 6 es equivalente al serotipo 3 aislado por lrons et al.(138). También es
especulativo el papel que juegan los pilis o fimbriae en la adherencia a los cilios. Su
funcidn estaria en promover un contacto inicial de la bacteria con los cilios para

favorecer el posicionamiento de ésta con la porcién apical del cilio {130).

La FHA junto con la toxina pertussis son los dos componentes fundamentales
en la patogenesis de la enfermedad y de la respuesta inmunolégica humoral a la
misma. La FHA es fundamental para el Anidamiento de la bacteria en los cilios de las
células epiteliales del arbo! respiratorio, perdiéndose esta capacidad en cepas
carentes de FHA o toxina pertussis. Estos dos antigenos se encuentran en la
superficie bacteriana; actian como adhesinas uniéndose a los restos galactosa-N-

acetilglucosamina de los cilios (118,131,143).

1.9.2.- Factor promotor de 1a linfocitosis o toxina pertussis

Previamente conocida por una gran variedad de nombres, dependiendo de la
funcidn estudiada, tales como:

- factor promotor de la linfocitosis (LPF),

- toxina promotora de la linfacitosis (LPT),

- factor hemagiutinante promotor de la linfocitosis (LPF-HA),
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- factor promotor de la leucocitosis (LPF),

- factor sensibilizador a la histamina (HSF),

- proteina activadora de islotes (IAP),

- factor termolabil adyuvante de pertussis (HLAd) y

- toxina pertussis (PT)

Actualmente es reconocida como un Unico complejo proteico responsable de
estos y otros efectos bioldgicos. Algunos autores prefieren denominarla LPF para
evitar confusiones con ia toxina dermonecrética a la que originalmente se denominé

toxina pertussis y porque, ademas, B. pertuss/s produce otras toxinas importantes (3}.

La LPF es una proteina de membrana, antigénica y con capacidad
hemaglutinante. Pertenece a la familia de las toxinas bacterianas que poseen
actividad ADP ribosiltransferasa. Su substrato lo constituyen las proteinas unidas a
nucledtidos de guanina transductoras de los estimulos externos en las células de los

mamiferos (3,10,90,118).

La exotoxina, perteneciente al modelo conformacional A/B de las toxinas
bacterianas y con un peso molecular de 117 kDa, estd compuesta por cinco
subunidades denominadas S1 a S5 en una relacién molecular de 1:1:1:2:1. . Las
subunidades S2-S5, con pesos moleculares inferiores a 23 kDa, participan en la
adhesion de la bacteria a los cilios de las células epiteliales respiratorias
{3,4,6,10,90,137,140,144). La actividad téxica, mediadora de la mayor parte de la

sintomatologia producida por la infeccidn, reside en la subunidad S1 con peso
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molecular de 28 kDa. Esta subunidad cataliza la transferencia del ADP-ribosa desde
el NAD a la proteina unida al nuciedtido de guanina, inactivando las proteinas G. Esto
da lugar a una potenciacion de los agonistas de la adenil ciclasa y a una inhibicién
de los antagonistas de la misma, con un resultado neto de aumento del AMP ciclico,
importante mediador funcional en las células eucariéticas. Las alteraciones de los
niveles intracelulares del AMP ciclico explican algunos de los efectos de la toxina
pertussis tales como: aumento de la secrecidén de insulina por las células de los
islotes pancredticos, aumento de la sensibilidad a la histamina, inmunomodulacién,
etc. Otros mediadores intracelulares son también alterados por esta toxina
(produccién de acido araquiddnico, prostaglandinas ,leucotrienos y fosfoinositoles;
niveles intracelulares de calcio, etc) (3,10,118,145). Las multiples consecuencias
desencadenadas por esta toxina, junto con su papel primordial en la adhesion
celular, ha inducido a Pittman a proponer que la pertussis es una enfermedad

mediada por la toxina pertussis (9)

Cantidades tan pequefnas como de 0.02 microgramos producen una intensa
linfocitosis en el raton al cabo de unas pocas horas, alcanzandose la maxima
linfocitosis entre los 3 y 5 dias después de ia administracion. Esta linfocitosis
representa alrededor del 60% de los leucocitos circulantes (146). En el nifo parece
originar el mismo efecto. Morse cree que esta linfocitosis es originada por una

reduccion en el "homing" de los linfocitos circulantes (147).
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1.9.3.- Citotoxina traqueal

L.a evidencia de que una toxina pudiera ser la responsable del dafo observado
en las células epiteliales respiratorias fue sefialada por Goldman en la Reunién Anual
de la Sociedad Americana de Microbiologia en 1980 (148). Cuando los anillos
traqueales del hamster fueron expuestos a un concentrado del sobrenadante de un
cultivo en fase logaritmica de crecimiento de B. pertussis, se producia una
destruccién de las células ciliadas, sin afectacion de otros tipos celulares carentes
de cilios. La exposicién al sobrenadante causa una inhibicion, dosis-dependiente, de
la sintesis de DNA en las células tragueales, conservandose la sintesis de RNA y
proteinas. Esto origina una falta de regeneracién de las células ciliadas a partir de la
division y diferenciacion de las células basales. El curso clinico de la enfermedad
sigue sin cambios aungue se hayan administrado antibiéticos al comienzo de la tos
paroxistica y los organismos hayan sido eliminados. Esto sugiere efectos a largo

plazo ocasionados por la toxina.

Mediante la purificacién por ultrafiltracién, filtracion en gel y cromatografia de
intercambio i6nico se aisla una proteina con peso molecular inferior a los 1800
daltons, distinta de las toxinas previamente identificadas por su actividad biolégica.
A esta toxina se la denomina citotoxina tragueal, debido a su actividad biolégica,
siendo sintetizada tanto por las cepas virulentas como por las avirulentas. Su
estructura recuerda a los peptidoglicanos de las bacterias Gram negativas, formando

parte de su composicién el &cido muramico y el acido diaminopimélico, compuestos
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gue sdlo se encuentran en los peptidoglicanos. Alanina, acido glutdmico vy

giucosamina son otros componentes tipicos de las Gram negativas (3,10,118,149).

1.9.4.- Adenilato-ciclasa

Es una enzima extracitoplasmatica que B. pertussis libera al exterior durante

su crecimiento, pudiendo ser detectada en los medios de cuitivos (3).

Desde hace tiempo se conoce el mecanismo de induccion de la secrecion por
la toxina dei célera en el tracto intestinal, mediante la produccion de un incremento
en la actividad del AMP ciclico. Un sintoma caracteristico de la tosferina es el
aumento de la secrecion de moco en los bronquios, 10 que origind la blsqueda de
una enzima producida por 8. pertussis qQue potenciara el AMP ciclico de las células
eucaridticas. Cuando la enzima se caracterizd y se estudiéd su localizacion en la
bacteria, se observd que el 90% de su actividad residia fuera de la membrana
citoplasmatica: 20% estaba en et sobrenadante del medio de cultivo y el otro 70%
restante se localizaba en la superficie celular, ya que su actividad se destruia tratando
a la bacteria con tripsina. Esta enzima parece necesitar de un cofactor para obtener
su maxima actividad, que ha sideo identificado con la calmodulina propio de las

celulas eucaridticas y del que parece carecer las bacterias.

Es una proteina relativamente termoestable, de 70.000 daltons, que puede
existir, al menos, en dos formas.. Una, llamada enzima adeniiato-ciclasa, que soélo

tiene actividad enzimatica in vitro. La segunda forma que, ademas de tener la
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actividad anteriormente descrita, tiene la capacidad de entrar en las células de los
mamiferos y cataliza la reaccién utilizando los almacenamientos celulares de ATP; es

la denominada toxina adenilato-ciclasa (150).

La adenilato-ciclasa puede actuar como un factor de virulencia en la tosferina
interfiriendo las funciones de las células fagocitarias del huésped. Una vez en el
interior de las células fagocitarias es activada por la calmodulina y cataliza la
formacion de AMP ciclico que tiene un efecto adverso sobre la funcion fagocitaria.
Este efecto sobre la fagocitosis permite al organismo sobrevivir en el lugar de la

infeccién (117,134).

Algunas vacunas celulares de pertussis contienen cantidades significativas de

adenilato ciclasa, siendo sus efectos desconocido en los vacunados (151)

1.9.5.- Aglutindgenos

Son antigenos proteicos que se encuentran en la superficie de bordetelas sp.
y que estimulan la produccién de anticuerpos. El contacto de los anticuerpos con
estos antigenos proteicos o aglutindégenos de bordetelas ocasionan la aglutinacion
de las bacterias, hecho que se utiliza para el serotipaje de las especies del género.
Todas las cepas lisas de bordetela tienen en comin un antigeno termoestable
denominado antigeno O y uno © mas antigenos termoldbiles denominados antigenos
K o aglutinbgenocs. De los 14 tipos de aglutinbgenos del esquema de Eldering, el tipo

7 es comun para todas bordetelas sp (3).
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B. pertussis tiene el agiutindgeno tipo 1, pudiendo tener, también, los
aglutindégenos 2 a 6 en diversas combinacicnes, asi como el aglutinégeno 13; éste
tltimo se puede encontrar en algunas cepas de las otras especies. Los aglutindgenos

2y 4y el tipo 3 y 6 suelen estar juntos (118).

El factor 14 es especifico de B parapertussss, al igual que el factor 12 es

especifico de B. bronchiseptica (tabia 1.4) (14).

Al considerar las implicacicnes epidemiolégicas de la distribucidn de los
isotipos, es importante tener presente la capacidad que tienen estos

microorganismos para cambiar de serotipo, tanto in vitro como in vive (10).

Ashwaorth y col. (141) fueron los primeros en sefalar una identidad comuin para
los aglutindgenos y la fimbria, y distinta de la hemaglutinina filamentosa. Esta tiene
una estructura helicoidal, de 22 kDa, careciendo de la capacidad de aglutinar

hematies.

Preston considera los aglutindégenos 1 a 3 como aglutindégenos mayores y a
los aglutindgenos 4 a 6 como aglutindgenos menores, en 8. perfussis (152). El
agliutindgeno 1 tiene una localizacion fimbrial y en la superficie de ia bacteria; el
aglutinégeno 2 se localiza en la fimbriae o pili. La localizacién del aglutindgeno 3 es
mas discutida. Preston no puede identificarlo en la fimbria utilizando la microscopia
electrénica, observandolo a nivel de fa superficie celular. Los aglutindgenos mayores

2 y 3 juegan un papel importante en [a adhesion de la bacteria a los cilios de las
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células respiratorias (aglutindgeno 2) y en la produccion de la respuesta de

anticuerpos por parte del huésped contra B. perfussis (aglutindgenos 2y 3)(131,153).

La localizacion del aglutindgeno 1 scobre la superficie celular y sobre la fimbriae
sugiere que este aglutinégeno puede ser varias entidades , no una tnica proteina
(152). La localizacion del aglutindgeno 1 en la superficie de la bacteria parece no
conferirle ningun papel en la adhesién de la bacteria, ni en la produccion de
anticuerpos, por lo que la Organizaciéon Mundial de la Salud, aunque recomienda la
inclusion de los aglutinégenos 1, 2 y 3 en la elaboracidén de las vacunas, no lo

considera necesario (154).

En la actualidad hay discrepancias acerca de la nomenclatura debido a la
existencia de dos diferentes sistemas de serotipificacion; el de Eldering en los
Estados Unidos y el de Preston en Gran Bretana. Los sueros que tipifican los factores
3 y 6 del sistema de Eldering corresponden a los que tipifican el factor 3 de Preston,
reconociendo subunidades fimbriales de 21.5 kDa. El suero dirigido contra el factor

3 de Eldering también reconoce una proteina de 69 kDa (152).
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Tabla 1.4. Antigenocs fase | del género Bordetella

Antigenos. B.pertussis B.parapertussis B.bronchiseptica
Factor 7 + + +
Factor 1 + - .
Factor 14 - + )
Factor 12 - - +
Factores 2 +a

3,4,5,6,13

Factores +

89,10

Factores 8 +a
8,10,11,18

Antigeno O + + +
LPF + - -
LPS + + +
HTL + + +

a. Algunas cepas.

LPF:factor promotor de la linfocitosis/toxina pertussis, etc.

LPS:lipopolisacarido.

HLT:toxina termolabil/dermonecrética.
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1.9.6.- Lipopoiisacaridos (LPS)

Todas las especies de bordetelas contienen endotoxinas como cualquier otra
bacteria Gram negativa. Es un lipopolisacarido termoestable localizado en la
supertficie celular, no difundiendo al exterior por lo que se cree que su papel en la
patogénesis de la enfermedad es minimo. Estudios estructurales de estos
lipopolisacéridos parecen sefalar una estructura quimica diferente a los otros LPS de
las enterobacterias. Todos los lipopolisacaridos derivados de bordetelas contienen
heptosa, acido 3-deoxi-D-manosa-2-octulosonico, glucosamina, é&cido urdnico,
fosfatos y acidos grasos, siendo algunos de estos acidos grasos especificos de cada

especie.

Se han identificadas dos fracciones lipidicas, denominandoselas: lipido A y
lipido X. El lipido A, que contiene la actividad toxica en otras endotoxinas bacterianas,
es inactivo en B. pertussis, estando asociada su actividad bioldgica con el lipido X.

Las vacunas celulares contienen estos lipopolisacaridos (3,14,118).

1.9.7.- Toxina dermonecrotica

También denominada toxina termolabil, fue ia primera toxina identificada que
estaba producida por B. pertussis. Como su nombre indica, origina una lesiéon
inflamatoria con necrosis de la piel en el ratdn tras su inoculacién intradérmica a
bajas dosis. A altas dosis produce su muerte. También se la llama toxina termolabii

por la pérdida de actividad bioldgica que experimenta cuando se calienta a 562 C
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durante 10 minutos. La mayoria de su actividad tdxica, si no toda, se localiza en el
citoplasma de la bacteria, no siendo segregada al exterior. EI peso molecular de la
toxina producida por 8. periussis oscila entre 89 y 102 kD, estando constituida por
cuatro cadenas polipeptidicas, dos de 30 kD y dos de 24 kD. Su actividad bioldgica
consiste en provocar una vasoconstriccion, con la consecuente disminucion del flujo
sanguineo y la produccién de isquemia. Esta aln por aclarar su papel en la tosferina

(3,14,118).

1.8.8.- Otras sustancias

Otras sustancias poco estudiadas hasta la actualidad, con un pape!
desconocida en la patogenesis de la enfermedad y en la respuesta inmunolégica
contra la pertussis, son las hemolisinas (sugeridas a partir de la observacidon de
zonas de hemdlisis en los medios de cultivo con sangre) (134) y las proteinas
exteriores de membrana, fundamentalmente una proteina de 69 kD o pertactin, de
localizacién no fimbrial y que produce anticuerpos aglutinantes en el ratén. Esta
proteina se detecta en todas las cepas virulentas de B. perfussis. Proteinas
antigénicamente similares a ésta se encuentran en otras especies de bordetelas (155-

157).
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1.10.- Metodologias para el diagnéstico de las infecciones causadas por &, perfussis.
La insensibilidad del cultivo. Alternativas diagnosticas

Mientras el cultivo positive, considerado el "estandar de oro" o referencia para
el diagnéstico de pertussis, es una herramienta diagndstica totalmente especifica
(54,120), su sensibilidad puede ser extraordinariamente baja (158,159}, dependiendo
de multiples factores, tanto técnicos como poblacionales:

- Retraso en la toma del espécimen mas alla de tres semanas del comienzo

de la tos (158,160).

- Recogida inadecuada del mismo (55,161,162).

- Manejo de la muestra inapropiado (56,163,164).

- Crecimiento de otras bacterias u hongos (57).

- Ausencia de requerimientos especificos para B pertussis, o falta de

reconocimiento de la misma (57,58,165).

- Sujetos vacunados, edad de los individuos, terapia antibidtica previa, etc.

(3,13,40,46,59,60).

Consecuentemente, nuevas Metodologias son necesarias si se Quiere conocer
la realidad de la enfermedad, su verdadera incidencia, la inmunidad conferida
después de la vacunacién o el padecimiento de la misma, su distribucién en los
distintos grupos de edades, su perpetuacién en el tiempo, etc. Diversas alternativas
han surgido al respecto pudiéndose clasificar, basicamente, en dos grandes lineas,

dependiendo de la fase de evolucion de la infeccién:
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- La estrategia mas precoz en el tiempo es la dirigida a detectar la bacteria, su

genoma, © ios productos elaborados por la propia bacteria.

- La otra gran alternativa, mas tardia en la evolucion de la infeccion pero con
mayores exitos diagnosticos, esta enfocada a medir la respuesta del individuo
contra los antigenos o epitopos bacterianos, es decir, la produccion de

anticuerpos contra antigenos de B. perfussis.

1.10.1.- Metodologias basadas en {a deteccion de la propia bacteria o sus productos

Las Metodologias desarrolladas para |la deteccidén de productos bacterianos
tienen el inconveniente de necesitar especimenes obtenidos en las primeras semanas
de evolucién de la enfermedad, es decir, en el pericdo en que la sintomatologia
producida por B. pertussis puede ser practicamente indistinguible de cualquier
proceso respiratorio banal (resfriado, gripe, etc). A no ser que se esté en una fase
gpidemica, dificimente los pacientes llegaran a tiempo de poder aislar en sus
especimenes (suero, orina, secreciones nasofaringeas, etc) la bacteria o los
productos relacionados con ella. Ademas, algunas de las Metodologias desarrolladas
al respecto requieren equipos costosos que no poseen la mayoria de los centros
hospitalarios, siendo, por otra parte, métodos que consumen una cantidad de tiempo
importante y precisan un personal especializado. Maslow y col. han realizado
recientemente, en 1993, una excelente revision de los Ultimos avances en el

diagndstico bacterioldgico (166).
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1.10.1.1.- Inmunofiuorescencia directa contra la B. pertussis

El prolongado tiempo necesario para el crecimiento de B. perfussis en su
medio de cultivo, llevd al desarrollo de anticuerpos marcados con isocianato de
fluoresceina dirigidos contra la bacteria. Con este método de fluorescencia directa
se intentaba identificar la bacteria en los especimenes de frotis nasofaringeos,
obviandose la necesidad de la viabilidad bacteriana. La calidad analitica de esta
técnica ha sido motivo de fuerte controversia en la literatura desde el punto de vista
de su sensibilidad y especificidad (14,20,24,34,54,61,80,113, 120,121,167-175).
Presenta la enorme ventaja de su rapidez, bajo coste y , fundamentalmente, el poder
de detectar bacterias muertas en los individuos con tratamiento antibiético, en donde
posiblemente el seria negativo. Las bacterias muertas de la nasofaringe se podrian
adherir a la torunda e identificarse en las preparaciones mediante tincién con
inmunofluorescencia. A partir de 1990, el CDC ha excluido esta prueba como criterio

para la confirmacién de pertussis por el laboratorio (61).

1.10.1.2.- Contrainmunoelectroforesis

Otra metodologia sencilla, econdmica, rapida y util en el diagnostico
bacteriolégico es la Contrainmunoelectroforesis (176). Sobre un soporte de agarosa,
un suero anti-B pertussis es enfrentado contra muestras de suero, orina, ©
secreciones nasales, obteniéndose una o varias lineas de precipitacioén después de

una electroforesis de 30 min. Boreland y Gillespie refieren una sensibilidad que
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oscilaba entre un 53% para las muestras de sueros y un 33% para las de orina, frente

a una sensibilidad del 47% para el cultivo (177).

1.10.1.3.- Pruebas diagndsticas basadas en la toxina pertussis

La toxina pertussis es la causante de la gran mayoria, si no de toda, de la
sintomatologia desarrollada durante la enfermedad. Aunque todas las especies del
género tienen los genes que codifican esta toxina, Unicamente la produce B
pertussis (9,135). Por tanto, no es de extrafar que se hayan desarrollado métodos
basados en la exteriorizacion de sus efectos citopatoldgicos in vitro, o en la
neutralizacién de los mismos mediante anticuerpos monocionales, especificos contra
esta toxina. B. pertussis no atraviesa la mucosa respiratoria y es alli donde produce
y segrega la toxina pertussis. Posteriormente, la toxina pertussis atraviesa la mucosa
respiratoria y a través del torrente circulatorio se distribuira por tocda la economia del

individuo.

Se han desarrollado técnicas para la deteccidn de esta toxina en aspirados
nasofaringeos con una gran sensibilidad, capaces de detectar un minimo de dos
colonias in vitro y con una especificidad del 100%. La positividad de estas pruebas
referida por sus autores alcanza al 45% de los cultivos positivos, frente al 26% de la

inmunofluorescencia directa (178,179).

También se puede svidenciar la presencia de la toxina pertussis mediante la

utilizacion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la toxina aislada de
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especimenes respiratorios obtenidos con torundas, aspirados, o lavados, usando un
enzimo inmunoensayo con aplicacion puntual de la muestra sobre membranas de
nitrocelulosa. Friedman y col. notifican un limite de deteccién de 10 ng de toxina

pertussis por punto, una sensibilidad del 100% y una especificidad del 88% (180).

1.10.1.4.- Pruebas diagndsticas basadas en la deteccién de adenilato-ciclasa

A partir de la observacién de que la presencia extracelular de adenilato-ciclasa
esta ocasionada unicamente por bordetela, la deteccidn de esta enzima en las
secreciones nasofaringeas puede ser un marcador especifico de infeccion por este
organismo. La prueba consiste en la incubacién de las torundas utilizadas en la toma
de muestra de la nasofaringe con adenosin trifosfato y calmodulina, midiéndose por
radioinmunoensayo la formacion de 3:5-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc).
El ensayo es capaz de detectar un minimo de 100 bacterias, no hallandose AMPc en
secreciones nasofaringeas de voluntarios sanos, ni en torundas gue contenian otros

microorganismos (120,181).

1.10.1.5.- Prugbas diagndsticas basadas en el estudio del genoma

La reaccién de polimerasa en cadena (PCR) es una revolucionaria herramienta
del diagnéstico microbiolégico empleada para el estudio de numerosas
enfermedades infecciosas, particularmente aquellas originadas por organismos que
muestran una gran dificultad en su aislamiento (166,182-184) .El rapido avance

experimentado en los Ultimos afios en biologia molecular ha facilitado el aislamiento
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de clonos y subclonos especificos del género bordetela y su aplicacién en el estudio

de la pertussis en aspirados nasofaringeos.

Reizenstein y col. (185) utilizaron aspirados nasofaringeos depositados en
membranas de nylon hibridadas con el clono pB23 o con el subclono pRZ61,
fragmento de 0.5 kb que contiene una secuencia repetida de parte del clono pB23.
El limite de deteccidn referido esta cercano a las 5*10° bacterias. La sensibilidad de
la hibridacién del DNA es estimada con respecto a la serologia de los 179 pacientes
estudiados. Dependiendo del fragmento de DNA utilizado, y de la incubacion o no
de las membranas de nylon en Bordet- Gengou previa a la hibridacién, la sensibilidad
oscilaba entre un 35% y un 69%. El porcentaje de cultivos positivos estaba a!rededor
del 50%. Tomando los cultivos positivos como referencia, la sensibilidad de la
hibridacidn aumentaba hasta un 50% para el pB23 y un 86% para el pRZ61. La
especificidad de la prueba variaba de acuerdo con el tiempo de las incubaciones
previas de las membranas de nylon en medio de Bordet-Gengou y del fragmento de

DNA utilizado, estando comprendidas en un rango entre el 87% y 99%.

He y col. (186) han publicado en los ultimos meses los resultados obtenidos
con una PCR en aspirados nasofaringeos, con un limite de deteccidén de 2.5*10* por
mL. La sensibilidad de la prueba se situaba en un 48% frente a un 5% del cultivo,
siempre que el estudio se haga antes de las seis semanas del comienzo de la
sintomatologia. La especificidad la sitian en un 100%. Resultados similares han sido

comunicados por Glare y col. (187).



Introduccion Pdgina 69

1.10.1.6.- Otras pruebas

Diversos anticuerpos monoclonales han sido producidos contra otros
productos elaborados por la bacteria como ia hemaglutinina filamentosas y los
lipopolisacéridos, con unos limites de deteccién de 2 ug de lipoligosacaridos, 5%10°

bacterias por mL o 5*10° unidades formadoras de colonias (188-190).

1.10.2.- Metodologias basadas en la deteccién de anticuerpos contra la bacteria o

sus productos

El aislamiento e identificacidon de los agentes infecciosos es el método de
referencia para el diagndstico de las enfermedades infecciosas. Pero cuando esto
es dificil, una de las alternativas existente es el uso de las pruebas seroldgicas para
detectar los anticuerpos contra los antigenos bacterianos (191). James (192) publico
una exhaustiva y actualizada revision sobre el tema en 1990, la cual debe ser tenida
en cuenta a la hora de implementar una prueba para el diagnostico de las

enfermedades infecciosas.

Las pruebas utilizadas para detectar la presencia o aumento de anticuerpos

especificos pueden estar basadas, fundamentalmente, en:

- El uso del Complemento (193-194).
- Ensayos de neutralizacion (195).

- Aglutinacién pasiva, inhibicién de la aglutinacion (198).
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- Inmunofluorescencia indirecta (197).

- Enzimoinmunoensayos (198).

1.10.2.1.- Pruebas basadas en ia medicién de la actividad del complemento

Las pruebas basadas en ia medicién de la actividad del complemento
requieren una minuciosa predeterminacién de la concentracidn de todos ios
componentes, menos el suero del paciente, debido al estrecho rango de las
diluciones éptimas de estos componentes . Ademas, precisan numerosos controles
por la inestabilidad de las proteinas del complemento, y los cambios de actividad de
éstas con el tiempo y con los lotes. Por otra parte, los hematies presentan
importantes variaciones fisico-quimicas de unos lotes a otros dificultando

enormemente su estandarizacion (193,194,199).

1.10.2.2.- Pruebas basadas en la neutralizacidn de la actividad de sustancias

producidas por !a bacteria

Los ensayos de neutralizacién son sensibles y especificos. Presentan los
inconvenientes de ser muy laboriosos, caros y no estar al alcance de la mayoria de
los laboratorios. La gran mayoria de los ensayos de neutralizacién miden anticuerpos
dirigidos contra el factor promotor de la linfocitosis o toxina pertussis (179,195,200).
No obstante, Farfel y col. (201) han descrito un ensayo que detecta anticuerpos
humanos con capacidad de inhibir {a actividad que ejerce la adenilato ciclasa

generada por B pertussis sobre los linfocitos humanos. Los anticuerpos dirigidos
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contra la adenilato ciclasa se producen despues de las vacunaciones y de la
infeccién por B. pertussis. Atraviesan la placenta y desaparecen a los pocos meses

después del nacimiento.

Arciniega y col. (202) detectan anticuerpos dirigidos contra varios antigenos

de B. pertussis, entre ellos contra la adenilato ciclasa, mediante el "immunobloting".

1.10.2.3.- Pruebas basadas en la aglutinacion

Los métodos que utilizan la aglutinacion o su inhibicién como revelador de {a
reaccion antigeno-anticuerpo tienen el inconveniente de su poca sensibilidad ya que
suelen detectar, principalmente, anticuerpos del isotipo IgM. Este isotipo presenta
una capacidad aglutinante superior a la IgG. Por el contrario, los anticuerpos del
isotipo IgM tienen el inconveniente de alcanzar unos niveles mas bajos y poseer una

vida media méas corta que el isotipo IgG (174,196,203,204,269).

1.10.2.4,- Prugbas basadas en la inmunofluorescencia indirecta

Las pruebas basadas en la inmunoftuorescencia indirecta tienen una gran
sensibilidad, son econémicas y no requieren un nimero determinado de muestras
para su ejecucion. Presentan el inconveniente de la subjetividad del observador para
obtener el punto final de la titulacién o "concentracion" (205). Los anticuerpos IgM
pueden gquedar enmascarados ante la presencia de fitulos altos de IgG. Estos

ultimos, al tener mayor afinidad por el substrato, pueden impedir alostéricamente la
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unién de la IgM al substrato. Una solucién posible es aumentar el tiempo de

incubacién y las diluciones de los especimenes (197).

1.10.2.5.- Prugbas basadas en enzimoinmunoensayos

Los enzimoinmunoensayos tienen la misma sensibilidad que la
inmunofluorescencia pero sin la subjetividad que el observador aporta a la prueba
(198,206). Presentan los inconvenientes de la falta de unificacién en los criterios de
estandarizacién en cuanto a los antigenos utilizados [bacterias completas
(119,207,208), hemaglutinina filamentosa, toxina pertussis, pertactin
(63,157,168,174,209-212), adenilato-ciclasa (201), etc.] sueros de referencia,
protocolo y métodos de célculo de los resultados, lo que hace imposible la
comparaciébn entre laboratorios (198,213,214). Su gran ventaja reside en su

capacidad de procesar de forma automatica un gran nimero de muestras.
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral fueron motivados por la necesidad de
llegar a identificar las infecciones causadas por B. pertussis en la labor asistencial

diaria.

La idea de utilizar la serologia, fijando como objetivo principal de este trabajo
el estudio de "La utilidad de la inmunofluorescencia indirecta en el diagnodstico
de las infecciones causadas por Bordelella periussis' surgié como consecuencia

de los siguientes hechos:

- Los sintomas clinicos aportan una deficiente calidad diagnéstica
(sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos,
eficiencia).

- El diagnéstico bacterioldgico tiene escasa sensibilidad para la identificacion
de las infecciones producidas por B, pertuss/s.

- Probablemente, los pacientes (por la propia naturaleza del cuadro clinico)
van a llegar al laboratorioc con una enfermedad evolucionada, haciendo
practicamente imposible el aislamiento de 5. pertussis en los especimenes

nasofaringeos.

Se investigaron, en los sujetos remitidos con diagndstico de presuncion de

pertussis, los siguientes puntos:
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12 Concentraciones e isotipos de los anticuerpos séricos dirigidos contra

B. pertussis.

20 Evolucion de las concentraciones e isotipos de anticuerpos séricos

dirigidos contra B. pertussis.

32 Concentraciones e isotipos de los anticuerpos en saliva dirigidos contra

B. pertussis.

40 Comparacion del serodiagndstico de pertussis con el diagnéstico

bacteriolégico (cultivo e inmunofluorescencia directa) y el diagnéstico

clinico.

Para poder alcanzar los objetivos anteriormente expuestos, habla que poseer
informacién previa de la poblacién de donde se extrajo la muestra enviada al
laboratorio con sospecha de tosferina. Para lo cual se estudiaron los siguientes

apartados;

1¢ Prevalencia, concentraciones e isotipos de anticuerpos séricos dirigidos

contra B. pertussis en recién nacidos y sus madres.

29 Fvolucién de los anticuerpos séricos del recién nacido.
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32 Prevalencias, concentraciones e isotipos de anticuerpos séricos

producidos en respuesta a las distintas dosis de vacuna.

42 Evolucion de las concentraciones e isotipos de los anticuerpos séricos

producidos por la inmunizacion primaria.

Be Seroprevalencia, concentraciones e isotipos de anticuerpos séricos en

distintos grupos de edad. Desde la ninez hasta la vejez.

62 Establecimiento de rangos de referencia serologicos.

79 Concentraciones e isotipos de anticuerpos dirigidos contra B. pertussis

en saliva.

Por ultimo, conviene recordar la enorme importancia que los estudios
seroldgicos tienen en la deteccidn de las infecciones clinicas y subclinicas. En éstas
ultimas, la reaccion del huésped al agresor suele quedar limitada a una respuesta

inmunolégica humoral, Unicamente demostrable por métodos seroldgicos.



3.- MATERIAL Y METODOS
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3.1.- Muestra

3.1.1.- Area demoagréfica

La muestra se recogié entre sujetos pertenecientes al Area Sanitaria 10 de
Madrid, situada en la zona centro sur de la provincia. Su area de atencidn abarca a
un total de trece municipios: Arroyomolinos, Batres, Casarrubuelos, Cubas, Getafe,
Griftdn, Humanes, Moraleja de Enmedio, Parla, Pinto, Serranillos del Valle, Torrejon

de la Calzada y Torrején de Velasco.

Los trece municipios, que componen el Area 10, suponen una poblacién total
de 247.294 habitantes, repartidos en una superficie de 368.8 Km?® y con una densidad
de poblacion de 655.7 personas por Km? oscilando entre un méximo de 2744.9

habitantes por Km® de Parla a los 13.8 habitantes por Km® de Batres.

3.1.2.- Datos demograficos

Del conjunto de los municipios que integran el area, Getafe, Parla y Pinto

suponen el 94% de la poblacién total, siendo su distribucion la siguiente:

- Mayores de 85 anos 14,590 (5.9%).
- Menores de 15 anocs 63.800 (25.8%).

- Entre 15 y 65 afos 168.654 (68.2%).
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El segmento piramidal predominante se encuentra entre los 35 y 44 anos. Por
sectores de actividad , destaca el sector servicios con un 457%. La
industria/construccién ocupa el segundo lugar, con un 42.33%. Por dltimo la

agricultura/ganaderia con una incidencia minima del 12%. (231)
3.1.3.- Cohorte de estudio

La seleccién de los individuos que iban a integrar la muestra del estudio
longitudinal se realizd conjuntamente con el Jefe del Servicio de Pediatria del Hospital
Central de la Cruz Roja, Dr Taracena del Pifal. Se establecié que los nifios deberian

reunir estas tres condiciones para su inclusién en el protocolo:

18) Tos de mas de diez dias de duracion.
2%) Reagrupamiento de la tos en atagues.

3% Fiebre inferior a 38°C ¢ ausencia de la misma.
3.1.4.- Encuesta

Para la elaboracion de la encuesta de recogida de los datos se consultaron
las obras de Milos Jenicek-Robert Cléroux (232) y Kenneth J. Rothman (233).
Posteriormente, la encuesta fue adaptada al disefio informatizado EPIS, desarrollado

por los Centers for Disease Control (CDC) (234).
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En la encuesta se resefaron:

- datos demogréficos,

- fechas de las vacunaciones,

- fecha de la consuita,

- comienzo de la tos,

- predominio o no de la tos por la noche,

- fiebre a lo largo de la enfermedad,

- vOmitos después de ia tos,

- presencia de petequias y su localizacién,

- tratamiento con antibidticos en este episodio,

- recuentos de leucocitos, linfocitos y eosindfilos,
- glucemia,

- diagndstico clinico de presuncién,

- diagnéstico serolégico clinico (titulo de anticuerpos en suero y saliva) y

- diagnostico bacteriolégico (cultivo e inmuno-fluorescencia directa).

En la encuesta inicial estaban previstas variables socioculturales, pero se
decidid no recoger este tipo de informacion por el malestar que tales preguntas
provocaban entre los encuestados, produciendo rechazos o intentos confundentes
en las respuestas. Posiblemente, este apartado de la encuesta dio lugar, el algunos
casos, al abandono del seguimiento del protocolo, no acudiendo a las revisiones
posteriores, dado que, segun nuestras observaciones, una parte importante de los

abandonoes coincidian con sujetos que habian manifestado mayor grado de malestar
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ante las variables socioculturales. Por otra parte, segun los datos aportados por la
encuesta seroepidemioldgica de la CAM: "La ausencia de significacion estadistica
entre <<vacunacion completa>> y << nivel de instruccidn>> de los padres indica
que el comportamiento frente a la vacunacidon de los hijos no depende, en la

actualidad del nivel de instruccidn alcanzado por los padres” {87).

3.1.5.- Periodo de tiempo del estudio

El periodo de tiempo en que se llevd a cabo el estudio estd comprendido entre
los afios 1989 y 1992, ambos inclusive. En la tabla 3.1 se describe el nimero de
casos con sospecha de pertussis investigados por afio. Se observa una disminucién
en el nimero de casos remitidos para &l estudio de tosferina durante los afios 1990
y 1991. En la valoracion de este descenso hay que tener en cuenta la coincidencia
del estudio con €l traslado del personal desde el Hospital Central de la Cruz Roja al
Hospital Universitario de Getafe, hecho que influyé negativamente en ta demanda de
estudios de pertussis. Los casos con diagnédstico seroldgico clinico o cultivo positivo
fueron seguidos periddicamente hasta que su titulo de anticuerpos alcanzd unos
niveles iguales o inferiores a los encontrados en el grupo de referencia. En total se
estudiaron 162, 51 (31.5%) de los cuales tuvieron confirmacidn positiva por el

jaboratorio.
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Tabla 3.1. Casos remitidos para estudio de tosferina (%).

Casos 1989 1990 1991 1902

[ positives 4 (8,7%) 10 (52,6%) 12 (46,1%) 25 (35,2%)
Negativos 42 (91,3%) 9 (47,4%) 14 (53,9%) 46 (64,8%)
Total 46 19 26 71

3.1.6.- Cohorte de referencia

La muestra de referencia, para la valoracién de la prevalencia y titulos e
isotipos de los anticuerpos anti-B. pertussis, se cobtuvo a partir de sueros
pertenecientes a 2589 sujetos de ambos sexos con edades comprendidas entre las
cero horas (sangre de corddn) y 90 afos, distribuyéndolos en diversos grupos de
edades. El calculo de la muestra necesaria para estimar las prevalencias de
anticuerpos se realizd con la calculadora epidemiologica que lleva incorporada el
programa EPIS, asumiendo una prevalencia estimada del 50% (la asuncidon mas
desfavorable), un nivel de confianza del 95% y un poder (1-8) de la estimacion
variable dependiendo del ndmero de sujetos que formaban cada grupo. Este poder
nunca fue inferior al B0%. Con estos datos, la muestra minima necesaria para ser
representativa seria de 96 sujetos. Se estudiaron 2589 sujetos, en muchas ocasiones
mas de los necesarios, para intentar contrarrestar el posible sesgo introducido por
la obtencidn de la muestra en sujetos que acudian al hospital 0 a los centros de
Atencidn Primaria del area con otras finalidades médicas. Esto tuvo la ventaja de la
facilidad para la obtencion de sueros, pero también las desventajas de que podemos

estar introduciendo un sesgo en la seleccién de personas, que podria no ser
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representativa de la poblacidn del Area 10. Seguramente, en este area y debido al
nivel socioeconémico de la poblacién que la integra, el Universo Objeto no diste
mucho del Universo de Trabajo, aunque casi siempre quedara fuera la poblacién
marginal que no acude a los centros de salud. Por otro lado, la prevalencia de
anticuerpos no tiene porqué verse sesgada dependiendo del tipo de asistencia
sanitaria elegida, publica o privada, y por tanto los resultados obtenidos pueden ser
perfectamente extrapolables a todos los habitantes de este area y de otras éareas

sanitarias con caracteristicas similares.

3.1.6.1.- Procedencia de los especimenes estudiados

Los especimenes estudiados tenian distinta procedencia dependiendo de los
grupos de edad. Los sueros de cordén, junto con una muestra de sangre matema,
provenian del paritorio (colaborando en su recogida el Servicio de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital Universitario de Getafe). El resto de los sueros pertenecian
a personas que acudian a la consulta externa del laboratorio por diversos motivos,
o de donantes. Los donantes fueron incluidos en la cohorte de referencia debido a
la dificultad encontrada para obtener en la consulta externa especimenes de

persenas con edades comprendidas entre los 18 y 30 anos.

Las muestras de saliva de 261 sujetos sin patologia respiratoria, ingresados
o ambulantes, fueron analizadas para obtener la referencia del nivel e isotipos de

anticuerpos anti- 5. perfussis en saliva,
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3.1.6.2.- Estratificacion de la cohorte control

Siguiendo criterios estadisticos y descriptivos, la muestra de referencia se
estratificé en cinco grandes grupos. Cada uno de estos grupos a su vez fueron
estratificados en los subgrupos necesarios para facilitar la comprensibilidad de los

resultados,

Estos grandes grupos estan integrados por especimenes pertenecientes a

sujetos con edades comprendidas entre:

- Las cero horas y los 3 meses. Neonatos y lactantes sin vacunar.
- Entre los 3 y 12 meses. Lactantes vacunados.

- Entre los 13 meses y los 4 anos. Primera infancia.

- Entre los 4 anos y los 15 afos. Segunda infancia.

- Mayores de 15 anos. Adolescentes y adultos.

En el primer grupo se estudiarfa las trasferencias placentarias de anticuerpos
maternos y su duracion en el tiempo. En el segundo grupo se evidenciara la
respuesta humoral a las distintas dosis de vacunas. Con el tercer grupo se veria la
evolucion y duracidén de los niveles séricos de anticuerpos postvacunales. Con el
cuarto grupo se seguiria estudiando la evolucion de los anticuerpos producidos en
respuesta al calendario de vacunas, asi como las posibles infecciones que pudieran
producirse come consecuencia del debilitamiento de la inmunidad post-vacunal. El

quinto grupoe, en un principio, estaba formado por los sujetos nacidos después de
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la introduccidn de la vacuna contra la tosferina en Espafa, en 1965 (87). Habia un
sexto grupo constituido por aquellos individuos nacidos antes de 1965 y que , por
tanto, no habian podido ser vacunados. Posteriormente estos dos grupos, quinto y
sexto, se unieron en un sélo grupo porque no se pudo demostrar ninguna diferencia

serologica entre ellos.

3.2.- METODOS

3.2.1.-_ Aislamiento de 8. pertuss/s

Un diagndstico inequivoco de pertussis depende del aislamiento de 5.
pertussis, pero al menos que un buen espécimen pueda ser recogido en la fase
precoz de la enfermedad, el cultive puede ser negativo, a pesar de los medios

idéneos disponibles en la actualidad.

El aislamiento de B. periussis ha sido y sigue siendo un gran problema para
muchos laboratorios. Muchas de estas dificultades residen, aparte de las
relacionadas con la propia bacteria, en la metodologia utilizada para la recogida de

la muestra pudiendose destacar los siguientes puntos (57):

- Toma de la muestra incorrecta.
- Retraso en el envio de la muestra al laboratorio {no ocurre en nuestro caso).

- Crecimiento de ofras bacterias u hongos en el medio de cultivo.
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- Ausencia de requerimientos especificos para 5. perfussis en el medio de
cultivo.
- Falta de experiencia en el reconocimiento de la bacteria.

- Utilizacion del cultivo directo como Unica técnica para su aislamiento.

3.2.1.1.- Pautas para la toma de muestra bacterioidgica

En la recogida y procesamiento de las muestras bacterioldgicas se siguieron

las recomendaciones de Parker y Payne {113) v Regan (57).

Mientras una enfermera inmovilizaba hacia atras la cabeza de los lactantes o
ninos pequenos, personalmente realizaba una toma profunda de cada fosa nasal con
torundas finas y flexibles de alginato calcico (Landerdiagndstico,S.A. Madrid). Las
torundas se mantenian el mayor tiempo posible dentro de cada fosa nasal,
generalmente unos 15 0 20 segundos, ya que rapidamente se desencadenaba un
ataque de tos. En los nifos mayores y adultos, el tiempo de permanencia de las
torundas en el interior de la fosas nasales fue superior pero nunca se llegé a alcanzar

el tiempo de 1 0 2 minutos recomendado por algunos autores (118).

Inmediatamente después de la toma de cada muestra, junto al paciente, se
sembraba una torunda en los medios de aislamiento (selectivo y no selectivo) y
posteriormente se introducia en un tubo con medio de transporte. La otra torunda se
ponia en un tubo conteniendo 0.5 mbL de una solucidn estéril de hidrolizado de

caseinato al 0.1% . A la llegada al laboratorio, se agitaba el tubo de caseinato que
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contenia la torunda durante 30 s en un agitador de tubos y, posteriormente, la
torunda era introducida en el medio de transporte. La permanencia de la torunda en

el hidrolizado de caseinato nunca fue superior a 30 minutos.

Tanto ios medios de aislamiento como el de transporte o enriquecimiento se
llevaban a una estufa a 362C, 9% de CO, y atmdsfera himeda. Transcurridas 48
horas de la incubacién del medio de transporte y a partir de las torundas que
estaban en este medio, se hacia una resiembra en medio de aislamiento selectivo.
El medio de transporte se utilizd para optimizar el mayor nimero de aislamientos, no
porque se produjera un retraso entre la toma del espécimen nasofaringeo vy la

siembra en el medio de cultivo (57,161,163,235-237).
L.os medios de aislamiento se observaban todos los dias durante 14 dias antes
de informar definitivamente el cultivo como negativo. A los siete dias de cultivo, si no

se observaba crecimiento de colonias, se avanzaba un resultado provisional negativo.

3.2.1.2.- Tipos de torundas para la recogida de muestra

Varios tipos de torundas (algoddn, dacrén, rayon y alginato calcico) han sido
recomendadas para la toma de las secreciones nasofaringeas en el estudio de ia
tosferina. De todas ellas, y a partir de un estudio comparativo de Hoppe y Weill con
estos cuatro tipos de torundas y utilizando el mismo medic de transporte y
aistamiento, las torundas de alginato, seguida por las de dacron, eran las que daban

los mejores resultados en el crecimiento de colonias a partir de una preparacion de
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B. pertussis estandarizada y con condiciones controladas de temperatura y tiempos
de incubacién. En lo referente al aislamiento de la bacteria a partir de especimenes
humanos, las torundas de alginato célcico eran las que producian los mayores
porcentajes de positividades en el aislamiento de la bacteria (36% de aislamientos
con |as torundas de alginato, seguido por las torundas de dacrén, 26%; rayon, 23%
y algoddén 22%). LLa conclusion final de este estudio es la recomendacion de torundas
de alginato calcico en las tomas de secreciones nasofaringeas para el estudio de 5.
pertussis (238). No se aconseja la utilizacién de las torundas de algodén ya que éste
puede contener acidos grasos que inhiben el crecimiento de esta bacteria

(56,238,239).

3.2.1.3.- Medio de aislamiento

Aunque todavia se sigue utilizando con buenos resultados e medio
desarrallado por Bordet-Gengaou, éste presenta una serie de desventajas que ha
originado la blsqueda de medios alternativos para el aislamiento de B. pertussis. La
mayor desventaja que presenta este medic es su corta vida debido al alto porcentaje
de sangre que forma parie de su composicion (15 al 20% de sangre desfibrinada de
caballo u oveja) . Esto implica ia preparacidn del medio en el mismo momento de la
llegada de la solicitud del estudio. En el estudio comparativo realizado por Hoppe y
Vogl sobre tres medios de aislamiento (Regan-Lowe, Bordet-Gengou y Jones-
Kendrick) recomiendan el uso del medio de Regan-Lowe por obtener crecimientos
mas rapides, mayor nimero de colonias y desarrollo de un amplio nimero de cepas

distintas de bordetelas (240).
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El medio de Jones-Kendrick posee una vida media de 2 a 3 meses, superando
las 8 semanas de vida media del Regan-Lowe, pero produce unos resultados algo

inferiores con respecto al medio de Regan-Lowe. (54,241).

Todos estos estudios apuntan al medio de Regan-Lowe como el mas sensitivo,
selectivo y con una vida media muy superior al medio de Bordet-Gengou. La
incorporacién de carbdn activo al medio produce la absorcion de los productos
toxicos generados por la propia bacteria y que impiden su crecimiento

(54,57,113,162,165,240,242,243).

Recientemente, otro medio ha sido incorporado a la bateria de medios para
el aislamiento de B. pertussis. Es un medio completamente sintético constituido por
Stainer-Scholte agar, ciclodextrina y cefalexina (244-246). Presenta la ventaja de que
la ciclodextrina estimula el crecimiento de 8. pertussis, suprimiendo el crecimiento
de la flora nasal normal. Se obtiene buencs aislamientos y tiene una vida media de

3 meses. Su desventaja mayor es que [a ciclodextrina es un producto caro.

En 1989, Hoppe y Schwaderer compararon cuatro medios a pase de carbdn
activo para el aislamiento de B. perfussis a partir de una suspension de bordetelas
en saliva. Este estudio incluyé los siguientes medios: agar-carbdn con sangre de
caballo y cefalexina; agar-carbén con sangre de caballo y lincomicina; agar-carbon
sin sangre de caballo y con lincomicina y un cuartc medio utilizado para el
aislamiento de Legionefla (buffered charcoal-yeast extract. BCYE) suplementado con

lincomicina y anisomicina. Los mejores resultados los obtuvieron con agar-carbon
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con sangre de caballo y cefalexina. Los crecimientos fueron mas rapidos, el nimero
de colonias fue mayor y el crecimiento de la flora faringea fue totaimente suprimido.
La recuperacion en este medio fue de un 100%. En los otros medios, las
recuperaciones fueron inferiores al 85% y el crecimiento de la flora faringea normal
se produjo en mas del 50% de las siembras. En un estudio de campo con estos
cuatro medios, las recuperaciones de B. perfussis oscilaron entre un 21.9% del
medio a base de agar-carbdn con sangre de caballo y cefalexina, y un 7.4% en &l

medio con agar-carbén sin sangre de caballo y con lincomicina (243).

Ahmad y Calder recomiendan la utilizacién simultanea de los medios de
Regan-Lowe y Bordet-Gengou para evitar la pérdida de algunas cepas de &

Pertussis que sdlo crecen en uno de estos medios (247).

Para la realizacidn de este trabajo se utilizé el medio de Regan-Lowe (170). Se
preparé medio no selectivo, sin la adicién de antibidticos para evitar una posible
sensibilidad de B. pertussis a la cefalexina (113,243), y medio selectivo con la

incorporacion al medio de cefalexina y anfotericina .

En los dos medios las concentraciones de agar-carbdn y sangre desfibrinada

de caballo eran iguales. La composicién del medio selectivo fue la siguiente:

- 26 g de agar-carbdn, (Oxoid CM 119, Basingstoke, England),
- 50 mL de sangre de cabalio desfibrinada,

- 20 mg de cefalexina,
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- 25 mg de anfotericina y

- 500 mL de agua destilada.

Se siguieron las recomendaciones de Regan-Lowe para su preparacion,

almacenandolo a 4°C durante un maximo de 8 semanas (170).

3.2.1.4.- Medio de transporte o enriquecimiento

Su composicioén es idéntica al medio selectivo de aislamiento pero con la

mitad de la concentracion de agar-carbdn que tiene éste.

Cuatro o cinco MI del medio de transporte se introducian en tubos de plastico
estériles con tapdn de rosca. Los tubos se guardaban en nevera a 4°C durante un

maximo de 8 semanas.(170).

3.2.1.5.- Control de calidad de los medios

Cada vez que se preparaba medio de aislamiento o de transporte, se
efectuaba un contro! de calidad del medio sembrando un pequefio indculo de &.
pertussis almacenadas en leche a -70°C o en Protect Bacterial Preservers (Technical

Service Consultants LTD, Heywood Lancs) suministrado por Ditassa.
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3.2.1.6.- Atmodsfera de incubacion

No existe un acuerdo unédnime acerca de la atmodsfera de incubacién de los
cultivos de 8. perfussis. Aunque esta bacteria no requiere CO, para su crecimiento,
varios autores obtienen mejores resultados en una atmédsfera de CO, que en aire

(42,54,55,113,173).

Hoppe y Schlagenhauf observan una ligera disminucién en el nimero de
colonias formadas con las incubaciones efectuados en una atmdsfera con un
contenido de CO, entre un 5-10% (media de 72 colonias en las incubaciones con aire

frente a una media de 60 colonias en las incubaciones con CO,) (242).

Para estudiar la influencia del CO, sobre el crecimiento de £. pertussis junto
con otras bacterias de la flora normal nasofaringea, se prepar® una suspension de
bacterias constituida por bacterias de la flora nasofaringea mas B. perfussis. Esta
suspension se sembrd en dos placas de: agar sangre, agar chocolate y medio de
Regan-Lowe. Una placa de cada medio se incubd en una atmaosfera de aire y las
otras placas en una atmodsfera con un contenido de CO, del 9%. A las 72 horas de
incubacidn, el crecimiento en las placas de agar sangre y agar chocolate era muy
abundante, tanto en aire como en CO,, a base de colonias de flora normal. No se
identificd ninguna colonia de bordetela. En el medic de Regan-Lowe, a las 72 horas
de incubacidén, se observd un crecimiento débil de colonias de B pertussis
Unicamente en la placa incubada en un ambiente de CO,. No se vio ningun

crecimiento en la placa incubada en aire.
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Se repitio el experimento con los mismos medios anteriormente citados y con
una suspension pura de B. perfussis. A las 72 horas de incubacidn, sélo se observé

el crecimiento de la bacteria en las placas incubadas en un ambiente de CO,.

De estos estudios parecia desprenderse que las incubaciones en CO, facilitaba
la formacion mas precoz de las colonias de B. perfussis, por lo que se decidié hacer

todas tas incubaciones en esta atmdsfera.

Todas las incubaciones en las distintas atmodsferas se realizaron en un
ambiente con un alto grado de humedad. No existen discrepancias respecto a este
punto, por otra parte l6gico, si tenemos en cuenta los largos tiempos de incubacién
que requieren B pertussis. A 36°C y durante un minimo de siete dias, el medio se
deshidrataria en un ambiente seco, lo que haria imposible el crecimiento de 5.

Pertussis.

3.2.2.- Inmunofluorescencia directa

Se preparaban dos portas comerciales para inmunofluorescencia por paciente.
Un porta para incubarlo con suero de pollo anti-B. pertussis conjugado con
isocianato de fluoresceina (Difco 2359-56-6) y el otro porta para incubarlo con suero
de pollo anti-B. parapertussis conjugado con isocianato de fluoresceina (Difco 2378-
56-3). La preparacidén de dos portas por paciente se hacia para evitar
contaminaciones con los sueros. Ambos portas eran procesados en paralelo y por

separado. Una gota del hidrolizado de caseinato, en donde habia estado depositada
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la torunda, se afladia a cada uno de los cuatro pocillos de cada porta que se
preparaba por paciente. Los portas se dejaban secar a temperatura ambiente y
posteriormente eran fijados suavemente al calor. Si no se iban a procesar en el dia,
se envolvian en papel de aluminio y se guardaban en nevera a 4°C. Ninguna

preparacion estuvo aimacenada mas de siete dias.

3.2.2.1.- Protocolo de inmunofluorescencia

Los portas guardados en nevera se dejaban a temperatura ambiente un
minimo de media hora antes de desenvolverlos para evitar condensaciones de la
humedad ambiente. Al mismo tiempo se procesaban otros dos portas preparados
con una suspension pura de B. perfussis, estos portas iban a servir de control

positivo y negativo.

12 Afadir una gota de la dilucidn de trabajo del correspondiente suero
marcado con fluoresceina a cada pocillo.

2¢ Incubar los portas en camara humeda durante 30 minutos.

3¢ Remover el exceso de suero golpeande los portas suavemente contra un
papel de filtro.

4¢ Colocar los portas en cestillos para tinciones hematoldgicas vy realizar tres
lavados en tampén fosfato salino (PBS, pH 7.6), en un agitador magnético a
300 rpm. El primer lavado con una duracién de un minuto y los dos siguientes

de 5 min.
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52 Hacer un cuarto lavado de un minuto con agua destilada para evitar la
posible precipitacién de sales.

62 Remover el exceso de liqguido como en el paso 32 Colocar varias gotas de
medic de montaje y cubrir las preparaciones con un cubrecobjetos. Eliminar el
exceso de liquido poniendo los portas entre dos papeles de filtro y gjercer una
presion suave sobre ellos para desalojar el aire atrapado entre los cristales.
7¢ Examinar los portas al microscopio de fluorescencia con objetivo de
inmersién  buscando pequefnos cocobacilos aislados, en pares y

ocasionalmente en pequencs grupos.

Se utilizd un microscopio de fluorescencia Leitz Dialux de 12 V y 100 W

(Wetzler, Alemania).

Se considerd un resultado positivo cuando se observaba un minimo de cinco
bacterias con una fuerte fluorescencia verde amarillenta por todo el borde de la
misma y un débil color verdoso oscuro en el centro (aspecto de “"doughnut’). Los
portas con una preparacion pura de B. pertussis debian ser: positivo el incubado con

suero anti-B.pertussis y negativo el incubado con suero anti-B.parapertussis.
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3.3.2.2.- Preparacion de los sueros anti-B. pertussis/ B. paraperfussis marcados con

isocianato de fluoresceina

Se reconstituyeron los viales con la cantidad indicada en el envase. Una vez
disueltos los liofilizados, fueron distribuidos en alicuotas y congelados a -70°C hasta

suU UsQ.

La dilucién de trabajo correcta para cada conjugado se determind siguiendo

las pautas suministradas con los envases.

La especificidad de estos sueros fue estudiada preparando extensiones con
bacterias encontradas habituaimente en las fosas nasales. No se observd
fluorescencia en las extensiones preparadas con los siguientes organismos:
Staphylococcus sp, Streptococcus pneumoniaea, Klebsiella sp, Haemophilus

influenzae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Branharmella catarrhalls.

3.2.2.3.- Tampon PBS 0.15M, pH 7.6

Na2HPO ... .......... .. 1.24 g
NaH2PO4.H20 .. ..... ... 0.18 g
NaCl . .......... ... ... 850 ¢
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3.2.2.4.- Solucién de montaje. Glicerina tamponada

9 partes de glicerina neutra.

1 parte de PBS 0.15M, pH 7.6.

3.2.3.- Inmunofluorescencia indirecta

3.2.3.1.- Preparacién de extensiones de Bordetella pertussis en portas

A partir de un cultivo puro de B. pertussis en un medio de agar chocolate o
Regan-Lowe no selectivo (sin antibidticos), se preparaba una suspension de bacterias
en agua destilada estéril con formaldehido al 0.5%. La preparacion de la suspension
de bacterias en solucion salina estéril produce unas cristalizaciones que impide la
correcta visualizacién de la inmunofiucrescencia. Esta suspensién debe tener una
ligera opalescencia, equivalente a una transmision entre un 90 y un 95% a una
longitud de onda de 650 nanometros, 0 a 0.5 U de la escala McFarland de

Biomerieux.

Es aconsejable preparar esta suspensidn bacteriana a partir de un medio de
Regan-Lowe, o cualquier otro medio, sin antibidticos. Los medios con antibidticos
criginan formas bacilares largas y agrupadas, en vez de formas cocoebacilares,

dificultdndose la visualizacién de la inmunofluorescencia.
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En portas para inmunofluorescencia con 12 pocillos de 8 mm de diametro, se
depositaba 15 uL de la suspension de 8. perfussis en cada pocillo, extendiéndola
sobre toda la superficie del mismo. Los portas se dejaban secar a temperatura
ambiente, posteriormente se fijaban suavemente a ia llama y se envolvian en papel
de aluminio, dejando una capa de papel de aluminio separando cada porta. Estos

portas se almacenaban a 42C, al menos durante seis meses.

Previamente a su utilizacidn, es conveniente dejarlos 30 minutos a temperatura
ambiente, antes de desenvolverlos para evitar condensaciones con el cambio de

temperatura.

Desde la primavera de 1993, la firma Leti esta comercializando unos

portaobjetos de B. pertussis fabricados por MARDX, referencia 33-8006.

3.2.3.2.- Control de calidad de las extensiones de Bordetella pertussis

Cada vez que se preparaba un nuevo lote de portas, se realizaba una
inmunofluorescencia directa con sueros anti- 8. pertussisy anti-B. parapertussis. Esto
era necesario para observar si la extension de B. perfussis estaba formada por una
monocapa de bacterias separadas, su morfologia era cocobacilar y la calidad del
patrén de fluorescencia obtenido era buena. Con el suero anti-B. pertussis debemos
obtener una fluorescencia periférica muy intensa, mientras que no tenemos que

observar ninguna fluorescencia en la incubacidn realizada con el suero anti-5.
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paraperfussis. Las bacterias incubadas con el suero anti-B. parapertussis se veran

con cierta dificultad, tefidas de un color verde obscuro.

3.2.3.3.- Protocolo de inmunofluorescencia indirecta

1¢ Preparar diluciones seriadas de cada muestra, suero o saliva, en PBS. Las
diluciones seriadas de los sueros se realizaban a partir de una diluciéon 1/10
y las de saliva a partir de una dilucién 1/5. La saliva era centrifugada,
previamente a la dilucidn, a 1000 g durante 10 minutos para sedimentar el
material particulado que pudiera contener. Para cada dilucidn se utilizaban tres
pocillos, puesto que cada uno de ellos se incubaba con el suero especifico
anti-inmunoglobulina humana (anti-IgG o anti-lgA o anti-lgM) marcado con
isocianato de fluoresceina.

2° Depositar una gota de la dilucidn apropiada en cada pocillo asegurandose
que se extiende bien por toda la superficie del mismo.

32 Incubar los portas en camara hdmeda durante una hora. Con incubaciones
de media hora se podia observar la zona central de la preparacion con una
débil inmunofluorescencia, estando en presencia de una muestra con unos
titulos altos de anticuerpos anti-B. perfussis.

42 Remover el exceso de liguido golpeando suavemente los portas contra un

papel de filtro.
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5¢ Colocar los portas en cestillos para tinciones hematoldgicas y realizar tres
lavados en PBS, en un agitador magnetico a 300 rpm. El primer lavado se
hace de un minuto y los otros dos restantes de cinco minutos.

62 Quitar el exceso de PBS con papel de filiro evitando que la preparacién se
seque.

72 Depositar una gota de la dilucién de trabajo del suero especifico de isotipo
marcado con isocianato de fluoresceina (anti-IgG-FiTC, o anti-IgA-FITC o anti-
IgM-FITC) en su correspondiente pocilio.

82 Incubar media hora los portas en cadmara humeda.

92 Lavar tres veces con PBS como en el paso 52,

102 Efectuar un Ultimo lavado de un minuto en agua destilada.

112 Quitar el exceso de liquido, depositar sobre el porta varias gotas de medio
de montaje y cubrirlos con un cubreobjetos. Eliminar el exceso de liquido
poniendo los portas entre dos papeles de filtro y ejercer una presion suave
sobre los cristales para desalojar el aire atrapado entre los mismos.

122 Mirar en un microscopico con epiflucrescencia. El microscopio de
fluorescencia debe tener, al menos, una ldmpara de 100 W para conseguir una
excitacion del material fluorescente optima. Lamparas de menor potencia

producen una fluorescencia mas débil gue hace dificil su interpretacion.

Se considera que una extension es positiva cuando se ve una fluorescencia
intensa, verde-amarillenta por todo el borde de la bacteria, presentando su parte

central un color verdoso obscuro no fluorescente.
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3.2.3.4.- Control de calidad de la inmunofluorescencia indirecta

Por cada serie de portas que se analicen, debe ponerse un control negativo
y un control positive. Como no existe controles comerciales, se utilizé como control
negativo el suero anti-B. parapertussis marcado con isocianato de fluoresceina y
como control positivo el suero anti-B. perfussis marcado con isocianato de
fluoresceina. También se inclula un suero previamente valorado y congelado en

alicuotas.
Se descartaba la serie cuando la titulacién de este suero diferia en mas de una
dilucién con su valoracién original, estudiandose los problemas preanaliticos y

analiticos que pudieran haber concurrido a este resultado anémalo.

3.2.3.5.- Sueros _anti-inmunoglobulinas humanas marcados con _isocianato de

fluoresceina, especificos de isotipo

Una de las mayores dificuitades encontradas en el montaje de las técnicas fue
encontrar uncs sueros que no produjeran inmunoflucrescencia inespecifica. Al
principio se utilizd sueros de conejo anti-lgG, anti-IgA y anti-lgM conjugados con
isocianato de fluoresceina (FITC) observandose que todos los sueros estudiados eran
positivos, independientemente de las diluciones de dichos sueros. Debido a este
hallazgo, se realizé un ensayo utilizando Unicamente los sueros de conejos, de varias
casas comerciales, incubandoles con extensiones de B, perfussis. Todas las

extensiones fueron positivas por lo que se pensé que los sueros obtenidos a partir
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de conegjo, o tenian anticuerpos anti-B. pertussis, o0 se producia una adsorcién

inespecifica del suero a la superficie bacteriana.

Con los sueros de carnero de Kallestad (I. Pasteur. Madrid) no se producia
estas reacciones inespecificas por lo que durante todo el estudio se utilizé estos

sueros: anti IgG-FITC (ref.104), anti IgA-FITC (ref.102) y anti IgM-FITC (ref.105).

Cada vez que se empezaba un nuevo vial de suero se hacia una incubacién
del suero con una extension de 5. pertussis para descartar una inmunoflucrescencia
inespecifica. Nunca se observd esta reaccion con los sueros de carnero usados hasta

la actualidad.

3.2.4.- Otras determinaciones

Los hemogramas se realizaron en un Coulter MAXM {Coulter USA) v las

glucemias se analizaron en un Hitachi 717 y 747 (Boehringer Manhain, Alemania).

3.3.- Algunas consideraciones tedricas sobre el intervalo de referencia

En la practica clinica diaria, normalmente se compara el resultado analitico
obtenido del espécimen del paciente con un intervalo ¢ rango de referencia. Este
rango referencia es estimado a partir de un conjunto de valores de la magnitud
bicldgica estudiada determinados con un procedimiento de medida definido en su

totalidad y obtenidos en un grupo de individuos que cumplen unos requisitos
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determinados, estando limitado por dos magnitudes denominadas limites de

referencia.

Tres tipos de intervalos de referencia han sido sugeridos, dos de ellos
(intervalo de tolerancia e intervalo de prediccion) para distribuciones gaussianas y un
tercero para distribuciones no paramétricas. Es el denominado intervalo interpercentil
o interfractil definido como un intervalo de la distribucion de valores de la muestra de
referencia limitado por dos percentiles o fractiles. Este tipo de intervalo de referencia
es el recomendado por el grupo de expertos de la Sociedad Internacional de Quimica
Clinica. Presenta la ventaja de poder definir los intervalos de confianza de los
percentiles o fractiles que limitan el intervalo de referencia, asi como la facilidad de

hallarlo tanto en distribuciones paramétricas como en las no paramétricas.

Tedricamente, el minimo de muestra necesaria para estimar los percentiles
100a y 100(1-a) es igual a 1/a. Asi, para estimar el percentil 2.5 se necesitaria, al
menos, 1/0.025, lo que es igual a 40 cbservaciones. La precisién de los percentiles
o fracties aumentan al incrementar el tamafo de la muestra, habiéndose

recomendado un minimo de 120 valores para distribuciones no paramétricas.

Se puede utilizar tres métodos para hallar la distribucién o intervalo de
referencia:

- Método grafico.

- Modelo matematico basado en regresiones no lineales.

- Modelo basado en el orden creciente de los valores ('rank numbers").
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En este ultimo modelo, hay que estimar los fractiles 0.025 y 0.975 (percentiles
2.5% y 97.5%), para lo que se ordena los valores de referencia y se toma el valor con
namero de orden igual a 0.025*{n+1), correspondiente al fractil 0.025; el valor con

el nimero de orden igual a 0.975*(n+1) correspondera al fractil 0.975.

Los intervalos de confianza de cada percentil o fractil se determinan a partir
de una distribucidn binomial para un nivel de confianza de 0.10, es decir, con un 80%
de seguridad. Finalmente, el limite de referencia inferior del intervalo de referencia
corresponde al limite inferior del intervalo de confianza, correspondiendo el limite
superior de este intervalo de referencia al limite superior del intervalo de confianza

(248).

3.4.- Estudio estadistico

Para los estudios estadisticos se consultaron los trabajos de Jenicek y Cléroux
(232), Rothman (233), Armitage (249), Gardner (250), Henderson (251), lIstrup (252)

y del panel de expertos de la International Federation of Clinical Chemistry (253,254).

Los trabajos estadisticos se realizaron con el paquete SPSS/PC+, version 4.0
(Micromouse, S.A. Madrid) y con la calculadora epidemiolégica que lleva incorporado
el sistema EPI5.1. Las pruebas estadisticas realizadas fueron: medias geométricas,
t de Student, intervalos de confianza al 95%, poder de contraste, distribucion de
frecuencias, prueba de Kolmogorov-Smirnov, prueba de Chi cuadrado, prueba exacta

de Fisher (cuando el nimero de sucesos en una casilla fue inferior a cinco), odds
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ratios, prueba de Mantel Haenszel, prueba de Taylor para el célculo del riesgo
relativo, ajustes de datos a distintas ecuaciones de regresion y coéficiente de

correlacion de Pearson.

3.5.- Preparacion del manuscrito

En la preparacion de este manuscrito se siguieron los requisitos técnicos
recomendados por el Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas,
exceptuando lo referente a la recomendacion de citar los seis primeros autores
cuando éstos exceden a seis (255-258). La finalidad de citar a todos los autores que
firmaron un articulo fue el no perder informacién sobre la magnitud e importancia del
contenido. En la mayoria de las ocasiones en que ésto ocurrid, se trataba de trabajos

multicéntricos e internacionales, con grandes especialistas en el tema expuesto.



4.- RESULTADOS
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En primer lugar, se exponen los resultados obtenidos en la muestra de
referencia para definir a situacidn seroepidemiolégica del Area Sanitaria 10, de donde
fue extraida la muestra estudiada. La exposicidn se divide en apartados, en funcién
de los distintos grupos de edades que integran esta cohorte y de la heterogeneidad

con respecto a los niveles de anticuerpos anti-B. perfussis, dependiendo de:

- los niveles de anticuerpos en el nacimiento,

- las inmunizaciones recibidas durante el calendario de vacunaciones,
- el tiempo transcurrido desde la Ultima dosis de vacuna,

- factores socio-ambientales, e

- infecciones subclinicas.

4.1.- Serologia de anticuerpos anti-B. gertussis en los recién nacidos

La primera pregunta que se planted fue sobre la existencia o no de
anticuerpos anti-5. pertussis en 10s recién nacidos. Si la respuesta fuera afirmativa,
se tendria que conocer ¢l jsotipo de tales anticuerpos, 10 que orientaria sobre su
origen {infeccidn intrauterina o transmision placentaria de anticuerpos maternos), sus
niveles séricos y su duracién en el tiempo. En el caso de la tosferina no deberian
encontrarse anticuerpos del isotipo IgM, puesto que esta bacteria no atraviesa la

mucosa respiratoria materna, y por tanto, dificiimente llegaria al feto.
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Para empezar a contestar a estas cuestiones, se analizaron 112 sangres
obtenidas del cordén umbilical, asi como los correspondientes especimenes de las

madres de estos recién nacidos.

Se detectaron anticuerpos en 94 sangres de cordon, lo que representa una
prevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis del 0.839 o, lo que es lo mismo, cerca
del 84% de los recién nacidos tenian anticuerpos. En todos los casos estos
anticuerpos fueron del isotipo IgG, lo que indicaba su transmision placentaria. Como
era de esperar, en ningunc de ellos se detectaron anticuerpos del isotipo IgM que

pudieran sefalar una infeccion intrauterina.

El 83% de los especimenes maternos tenian anticuerpos, del isotipo IgG y a
unos niveles ligeramente inferiores a los presentados por sus respectivos hijos, no
siendo la diferencia estadisticamente significativa. En la tabla 4.1 se encuentran los
estadisticos que representan a las dos submuestras, Las concentraciones de
anticuerpos en el recién nacido son ligeramente superiores a las concentraciones

maternas, sin que ésto llegue a suponer una diferencia estadisticamente significativa

(t=-062yP =027).

Se aplicdé la prueba de Kolmogorov-Smirnov a las transformaciones
logaritmicas del reciproco de las diluciones para estimar |a bondad del ajuste a la
curva de Gauss. Se observd que la distribucidén de los jogaritmos de las

concentraciones no se ajustaba a una distribucion normal, por lo que se presenta en
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la tabla 4.2 la distribucion de frecuencias del inverso de las diluciones. A partir de
esta tabla se puede estimar la moda, representada por la dilucidon 1/40, y la mediana

correspondiendo también a la dilucion 1/40.

Tabla 4.1. Estadistica descriptiva de los niveles séricos de los anticuerpos anti-5.

pertussis en madres y sus neonatos,

Estadistico Madres Recién Nacidos
Media geométrica 18,62 24,54
Error.Std.media 1,41 1,38
t de Student -0,62
P 0,27

* Log.RN = 0,29 (x0,32) + 0,87 (+0,06) log Madre (r = 0,926)

* Logaritmo del reciproco dei titulo del Recien Nacido.
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Tabla 4.2. Distribucion de frecuencias anticuerpos anti-5. pertussis en recién nacidos

(N = 112).

Reciproco de la Frecuencia Frecuencia Frecuencia
dilucién absoluta relativa (%) acumulada (%)
0 18 16,1 16,1

10 11 9,8 258

20 16 14,3 40,2

40 38 33,9 66,0

80 13 11,6 85,7

160 8 7,1 92,8

320 5 4,5 97,3

640 3 2,7 100,0
Prevalencia 83,9%

giobal de Ac. (77,1% - 90,7%)*

Prevalencia

Ac >40. 25,9%

Mediana 1/40

Moda 1/40

* Intervalo de confianza del 95%, poder de contraste 82%
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4.2.- Niveles de Anticuerpos anti-B. pertussis previos al calendario de inmunizaciones

Puesto que los anticuerpos anti-8 perfussis estaban presentes en un
porcentaje alto de recién nacidos, era preciso conocer la evolucidn de estos
anticuerpos de origen materno. Por motivos éticos, la evolucion se estudié mediante
corte transversales en neonatos y lactantes menores de tres meses que acudieron
al laboratorio por otras razones. Las concentraciones de anticuerpos en el momento
previo a la iniciacion del calendario de inmunizaciones se consideraron basales o de
referencia. Las valoraciones de la respuesta al calendaric de inmunizaciones y

evoluciones posteriores de los anticuerpos se hicieron con respecto a esta referencia.

Con tal fin, se agruparon los sueros estudiados en periodos de un mes, en

relacion con el tiempo de vida de los lactantes:

- primer grupo formado por muestras pertenecientes a los neonatos, es decir,
lactantes con menos de un mes de vida.

- segundo grupe integrado por los especimenes de los lactantes con 1 mes
de edad.

- tercer grupo constituido por lactantes de 2 meses de edad.

4.2.1.- Niveles e isotipos de anticuerpos anti-&. perfussis en neonatos

El grupo estuvo formado por 44 neonatos. En ellos se detectaron anticuerpos

del isotipo IgG, no evidenciandose anticuerpos del isotipo IgA, ni del isotipo IgM. La
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prevalencia de anticuerpos en este grupo descendid a un 66%, observandose un

30% con titulos superiores a la dilucién 1/40.

Cuando se hizo la comparacién de medias con el grupo de recién nacidos, se
observd una importante disminucién en los titulos de anticuerpos, altamente
significativa (t=-11,97). Efectivamente, hubo una disminucién de més del 86% en los

titulos de anticuerpos:

t=-11,97 yuna P = 3*10™"",

En la tabla 4.3 se exponen los estadisticos que definen y comparan estos dos
sub-grupo de la muestra de referencia. La tabla 4.4 contiene la distribucién de

frecuencias de los anticuerpos igG pertenecientes a los neonatos.

Tabla 4.3. Estadistica descriptiva de los niveles sericos de anticuerpos anti-&.

pertussis en neonatos. Comparacion con los recien nacidos.

| Estadistico Recién Nacidos Neonatos
Media geométrica 24,55 3,31
Error,Std.media 1,38 1,17
t de Student -11,97
P < 3*10™
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Obviamente se ha producido un descenso del titulo de anticuerpos como
consecuencia del catabolismo de la IgG materna. Se puede observar que el titulo
mas alto corresponde a una dilucién 1/80, la moda es cero y la mediana esté en la

dilucion 1/40.

Tabla 4.4. Distribucidén de frecuencias de anticuerpos anti-B. pertussis en neonatos

(N = 44).

Reciproco de Frecuencia Frecuencia Frecuencia

la dilucién absoluta relativa (%) acumulada (%)
j) 15 34,1 34,1

10 3 6,8 40,9

20 3 6,8 47,7

40 10 22,7 70,4

80 13 29,6 100,0

Prevaiencia 66,0%

global de Ac. (52%-70%)*

Prevalencia

de Ac > 40. 29,6%

Mediana 1/40

Moda 0-1/80

*Intervalo de confianza del 95% y poder de contraste del 70%.
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La seroprevalericia global descendid desde el 83.9% al 66%, produciéndose
un agrupamiento bimodal. En un tercio de los lactantes no se detectaron anticuerpos;

otro tercio presentaban el tftulo 1/80 y tercio restante tuvieron titulaciones intermedias.
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4.2.2.- Niveles e isotipos de anticuerpos anti-B. perfussis en lactantes de un mes de
da

D
ja}

Este grupo estaba formado por 53 especimenes pertenecientes a lactantes con
una edad comprendida entre el mes y los dos meses de vida. Los anticuerpos
seguian siendo del isotipo IgG, con una prevalencia global del 24%, no

encontrandose ningln lactante con un titulo de {gG superior a 1/40.

Continué manteniéndose ia disminucion en los niveles de los anticuerpos
como consecuencia del catabolismo de la IgG materna. La media geométrica
obtenida fue de 2,00 (Er.St.+ 1,20) resultando estadisticamente diferente con la

encontrada en el grupo de neonatos (t = -2,97, P = 2,80%107),

En al tabla 4.5 se expone la distribucién de frecuencias, asi como, los otros
estadisticos que definen a este grupo. En el 755% de los lactantes ya no se
detectaron anticuerpos anti-B. pertussis y en el 24,5% restante, los niveles

observados fueron bajos no sobrepasando la dilucién 1/40.

Tedricamente, seria a partir de esta edad y hasta la produccion propia de
anticuerpos por las inmunizaciones, cuando los lactantes comenzarian a estar

desprotegidos y, por tanto, mas predispuestos al contagio con B. perfussis.
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Tabla 4.5. Distribucién de frecuencias de anticuerpos anti-B. pertussis en lactantes

de un mes de vida (N = 53).

Reciproco de la Frecuencia Frecuencia Frecuencia
dilucién absoluta relativa (%) acumulada (%)
0 40 75,5 755

10 8 15,1 90,6

20 0 0,0 90,6

40 5 9.4 100,0
Prevalencia

global de Ac. 24,5%

Prevalencia de

Ac > 40. 0%

Mediana 0

Moda 0

4.2.3.- Niveles e isotipos de anticuerpos anti-B. pertyss/s en lactantes entre dos y tres

meses de edad

En este grupo, formado por 159 lactantes, se tendrian que encontrar los

niveles menores de anticuerpos anti-B. pertuss/s, en ausencia de contacto con la

bacteria. Las inmunoglobulinas 1gG maternas, con una vida media de 21 dias,

empezarian a encontrarse en sus niveles méas bajos en el lactante, y, por tanto, los
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anticuerpos anti-B. pertussis cedidos a través de la placenta. Tedricamente, este
grupo de lactantes sera la mejor referencia para la interpretacién de las respuestas
de anticuerpos a las distintas dosis de vacuna. Efectivamente, en este periodo de
vida del individuo fue donde los niveles de los anticuerpos dirigidos contra B
pertussis se encontraron en su nivel mas bajo. La prevalencia de anticuerpos fue del
18,3% Yy solo un 8,3% de los individuos tuvieron un titule igual a 1/40. En el resto de
lactantes, 81,7%, no se observaron anticuerpos. Todos los anticuerpos detectados
fueron del isotipo 1gG, indicando el origen materno y la ausencia de contacto con 5.

pertussis (tabla 4.6).

Tabla 4.6. Distribucion de frecuencias de anticuerpos anti-B. pertussis en lactantes

de dos meses de vida (N = 159).

Reciproco de Frecuencia Frecuencia Frecuencia
la dilucidén absoluta relativa (%) acumulada (%)
0 130 81,7 81,7

10 13 8,1 89,8

20 3 1,9 91,7

40 13 8,3 100,0
Prevalencia 18,3%

global de Ac.

Prevalencia

de Ac > 40. 0%

Mediana 0

Moda 0
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Efectuada la comparacién de las medias entre los grupos de lactantes con uno
y con dos meses de vida no se hallé una diferencia significativa que impidiera tratar
a estos dos grupos conjuntamente. La media geométrica de los anticuerpos que
tenian los lactantes de dos meses de edad (1,70) fue practicamente igual a la

observada en el grupo anterior de lactantes (entre 1 y 2 meses de edad)(tabla 4.7).

Tabla 4.7. Estadistica descriptiva de los niveles séricos de anticuerpos anti-5.

pertussis en lactantes con uno y dos meses de vida.

Estadistico 1<lactantes<2 mes 2<lactantes<3 meses
Media geométrica 2,00 1,70
Error.Std.media 1,20 1,10

t de Student -0,61

P 0,54

Asi pues, para definir las concentraciones basales de anticuerpos dirigidos
contra 5. pertussis, previas al calendario de inmunizaciones, se puede reunir en un
Unico grupo a los lactantes con una edad comprendida entre uno y tres (tabla 4.8).
Esta seroprevalencia basal serd de gran utilidad para valorar la respuesta de los
lactantes a las inmunizaciones, asi como la intensidad y duracién de esta respuesta.
La prevalencia global de anticuerpos es de un 20% y en ningln caso se supera un

titulo superior al 1/40. El rango de referencia estimado para distribuciones no
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paramétricas comprende desde el titulo negativo hasta la dilucion 1/40, con un error

alfa de 0,05 y un error beta de 0,13.
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Tabla 4.8. Valores de referencia previos al calendario de inmunizaciones (N = 212).

Reciproco de Frecuencia Frecuencia Frecuencia

la dilucion absoluta relativa (%) acumulada (%)
—0 170 80,2 80,2

10 21 9,9 90,1

20 3 1,4 91,5

40 18 8,5 100,0

Prevalencia 19,8%

global de Ac. (14,5% - 25,1%)

Prevalencia

de Ac > 40. 0%

Media geomeét. 1,82 1,10 (Er.St)

Mediana 0

Moda 0

TIntervalo de confianza del 95%. Poder de contraste del 87%.

4.2.4.- Resumen de la situacion humoral frente a la B_perfussis en los lactantes

menores de tres meses

A la vista de los anteriores resultados y de los que se expondran en el epigrafe
4.45. (seroprevalencia para el grupo de edad de la madre), los recién nacidos
parecen presentar una prevalencia y unos niveles de anticuerpos anti- 5. pertussisque

son un fiel reflejo de la situacion humoral materna frente a B. perfussis, expresando
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dnicamente el isotipo [gG, ya que solamente esta inmunoglobulina es la que atraviesa
la placenta. El titulo de anticuerpos, asi como su prevalencia, van decayendo a
medida que transcurre el tiempo de vida, alcanzando el valle entre el mes y los tres
meses de vida. Esta situacién humoral, previa a la vacunacién, parece ser l|a més
aceptable para tomar como referencia y valorar la respuesta al calendario de

inmunizaciones.

Se estimd la vida media de los anticuerpos anti-B. perfussis a partir de la
ecuacién de regresion resultante entre los logaritmos de las medias geométricas de
los niveles de anticuerpos y el tiempo transcurrido, en dias, hasta el inicio del
calendario de vacunas, es decir, se tomaron los tiempos cero (nacimiento), 30, 60,
90 dias. La ecuacién que mejor se ajustd a los datos fue la ecuacidn de tipo

reciproca;

Log titulo = 1/[0,708 (+0,162) + 0,051 (+0,003) dias.

r=-0,978 r’= 0,956.

Estas estimaciones son importantes conocerlas para la planificacion del
comienzo del calendario de vacunas. Un comienzo precoz podria dar lugar a una
gscasa respuesta a las inmunizaciones por la neutralizacién de los antigenos de la
vacuna llevada a cabo por los anticuerpos maternos todavia existentes en el lactante.
Un retraso excesivo supondria aumentar el riesgo de infeccidn por B perfussis,
innecesariamente. De acuerdo a esta ecuacion, las concentraciones de anticuerpos

anti-B. pertussis serian las siguientes:
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- A los 15 dias de vida, se hallaria el 18,9% (15,6%-24,5%) de la concentracién

de anticuerpos al nacer.

- A los 30 dias de vida, el 11,1% (10,0%-12,6%) del nacimiento.

- A los 60 dias de vida, el 7,3% (6,9%-7,7%) del nacimiento.

- A los 90 dias de vida, el 6,1% (5,9%-6,3%) del nacimiento.

Por tanto, en el Area Sanitaria 10, de donde se extrajo {a cohorte de estudio,

el comienzo del calendario de inmunizaciones podria comenzar después del primer

mes de vida. En este periodo de edad, alrededor del 24,5% de los lactantes tendrian

anticuerpos anti-B. perfussisy a unos titulos que estarian comprendidos entre el 8,7%

y el 12,6% de los que tenia en la sangre del corddn. Los comienzos méas precoces

de las vacunaciones en recién nacidos con ftitulos altos de anticuerpos anti-5.

pertussis podrian ocasionar fracasos en la produccidon de anticuerpos (tabla 4.9).

Tabla 4.9. Evolucian de los anticuerpo maternos en lactantes menaores de tres meses.

Edad lactante

Seroprevalencia (1.C.)"

% Conc' (Rango)

Recién nacido
15 dias
30 dias
60 dias

90 dias

83,9%
66,0%
24,5%
18,3%

19,8%

(77,1%-90,7%)

(52,0%-70,0%)

(14,5%-25,1%)

100,0%
18,9% (15,6-24,5)
11,1% (10-12,6)

7,3% (6,9-7,7)

6,1% (5,9-6,5)

* T C. Infervalo de confianza 95%,

T % con respecto a la concentracién en la sangre de cordon.



Hesuftados Pdgina 123

4.3.- Seroprevalencia, titulos e isotipos de anticuerpos anti-B. pertussis en lactantes

incluidos en el calendario de inmunizaciones

En principio, se expondra la respuesta de anticuerpos evocada por la vacuna
en cada mes de vida del lactante, desde los tres hasta los trece meses. La finalidad
de esta pormenorizacién no es estadistica sino ef que permita observar el tismpo de
latencia entre cada dosis y la respuesta de anticuerpos, asi como, las modificaciones
de los niveles e isotipos de anticuerpos. Posteriormente, se efectuara la unién de
grupos de edades que estadisticamente no se muestren diferentes. De la unién de
estos grupos, se extraeran las conclusiones finales acerca del tiempo de latencia y

respuesta serolégica a las distintas dosis de vacuna.

4.3.1.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis en lactantes de tres meses

de edad

Los lactantes con tres meses de vida van a recibir su primera dosis de vacuna
trivalente (DTP) y en algunos de ellos, se comenzara a detectar una timida respuesta
de anticuerpos anti-B. perfussis. Los anticuerpos perteneceran a cualquiera de los
isotipo (1gG, IgA, IgM) pero a titulos bajos. En ninguno de los isctipos IgA e IgM, se
llegara a alcanzar un titulo superior al 1/10, ni se detectaran en mas del 10% de los
lactantes estudiados. Como se vera a lo largo de la exposicidon, éstos isotipos de
anticuerpos apenas van a ser estimulados por las bacterias muertas que contiene la
vacuna. Esta escasa respuesta de anticuerpos de los isotipos IgA e IgM a las

distintas dosis de vacuna sera de gran ayuda para efectuar un diagnéstico de
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pertussis, sobre todo, en este periodo de edad en que se va a producir una fuerte
respuesta de anticuerpos IgG a las distintas dosis de vacuna (tabla 4.10). Si se
produjera una infeccién por B pertussis en los lactantes parcial o totalmente
vacunados, los unicos isotipos que servirian de indicadores de infeccidn serian la IgA

y la igM.

Tabla 4.10. Respuesta serolégica a la vacuna de la tosferina en lactantes de 3 meses

de edad (N = 53).

Titulo igG I9A IgM
Anticuerpos N % N % N %

0 93 73,86 49 924 48 90,5
10 2 38 4 7.9 5 94
20 5 9,4

40 7 13,2

Seroprevalencia 26,4% 7.5% 9,4%
Seroprev.>1/40 0 0 0

Media 2,34 1,17 1,23

Mediana 0 0 0

Moda 0 Q 0

Practicamente, estos lactantes no se diferencian del grupo de referencia previo

a las vacunaciones. Se observa un ligero incremente de la prevalencia de anticuerpos
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1gG (26,4%) pero con una media geométrica estadisticamente no significativa con

respecto al grupo de referencia (2,34 frente a 1,82).

4.3.2.- Seroprevalencia de anticuerpos anti- 8. perfussis en lactantes de cuatro meses

Ha transcurrido cerca de un mes desde que estos lactantes recibieron su
primera dosis de vacuna. Esta dosis les ha provocado una timida respuesta de
anticuerpos, que se traduce en una mayor prevalencia y aumento de los titulos de
IgG e IgM. Estos aumentos de [os niveles de IgG e IgM son suficientes para mostrar
una diferencia casi estadisticamente significativa con respecto al grupo de lactantes
de tres meses. Efectuando la comparacién de medias geométricas entre estos dos

grupos, los estadisticos obtenidos son los siguientes:

lgG: t = -1,98; P =0,0503; p < 0,1,

IgM: t = -1,81; P = 0,075; p < 0,1.

Las distribuciones caracteristicas de este grupo de lactantes se encuentran
reflejadas en la tabla 4.11. La seroprevaiencia de anticuerpos del isotipo 1gG supera
el 56%, duplicando la prevalencia del grupo anterior. La IgM experimenta un
comportamiento parecido en este grupo de lactantes, que con una prevalencia del
20,5% duplica la encontrada en los lactantes de tres meses de edad. Los anticuerpos
del isotipo IgA, practicamente, no se han modificado. Resumiendo, ha tenido que
transcurrir un mes desde la primera inoculacién para obtener una débil respuesta de

anticuerpos IgG e IgM dirigidos contra ios antigenos de £, perfussis.
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Tabla 4.11. Respuesta seroldgicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 4 - <

5 meses de vida (N = 39).

Titulo gG IgA IgM

Anticuerpos N % N % %
0 17 43,6 37 949 31 79,5
10 9 231 2 51 7 178
20 12 30,8 1 2,6
40 0 0,0

80 0 0,0

160 0 0,0

320 1 25

Seroprevalencia 56,4% 51% 20,5

Seroprev.>1/40 2,5% 0,0% 0,0%

Media 4,90 1,12 1,62

Mediana 1/10 0 0

i Moda 0 0 0

4 3.3.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis en lactantes de ¢inco meses

A esta edad, los nifios reciben su segunda dosis de vacuna, no cbservandose

précticamente diferencias con el grupo anterior, si se exceptla el comportamiento de

la IgA. Esta inmunoglobulina empieza a aparecer en sangre con unos niveles bajos,

como respuesta a la primera dosis de vacuna tabla 4.12. Remedando la ontogenia

de las inmunoglobulinas, es el Ultimo de los isotipo en responder al estimulo

antigénico provocado por la primera dosis de vacuna.
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Tabla 4.12. Respuesta seroldgica entre los 5 - < 6 meses (N = 40).

[

Titulo IgG IgA (gM

Anticuerpos N % N % N %
0 24 60,0 28 70,0 32 800
10 2 5,0 8 200 1 25

20 5 12,5 4 10,0 7 17,5

40 5 12,5

80 4 10,0

Seroprevalencia 40,0% 30,0% 20,0

Seroprev.>1/40 10,0% 0% 0%

Media 4,57 2,14 1,82

Mediana 0 0 0

Moda 0 0 0

4.3.4.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B.perfussis en lactantes de seis meses

Pasado un mes desde la segunda dosis de vacuna, ya se observa en estos
nifios un incremento en fa intensidad de la respuesta de anticuerpos del tipo IgG, que
se traduce en una seroprevalencia acusada y en titulos superiores al 1/40. El 58,2%
de los lactantes tienen unos titulos de IgG superiores al 1/40 llegandose a cbservar
titulos tan altos como los correspondientes a la dilucion 1/1280. El resto de los

isotipos no manifiestan variaciones significativas (tabla 4.13).
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Tabla 4.13. Respuesta serolégicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 6 - <

7 meses de vida (N = 43).

( Titulo lgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %
0 15 34,9 34 79,1 32 74,4
10 3 6,9 6 13,9 6 139
20 0 0,0 3 7,0 5 11,7
40 0 0,0
80 6 14,0
160 6 14,0
320 7 16,3
640 3 6,9
1280 3 6,9
Seroprevalencia 65,1% 20,9% 25,6%
Seroprev.>1/40 58,2% 0,0% 0,0%

Media 28,84 1,70 1,95
Mediana 1/80 0 0
Moda 0-1/320 0 0

4.3.5.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis en lactantes de siete meses

Se observa una consolidacion de la respuesta de anticuerpos IgG en la mitad

de los lactantes, mientras que en la otra mitad a penas hay respuesta.
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Tabla 4.14. Respuesta seroldgicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 7 - <

8 meses de vida (N = 51).

Titulo lgG IgA igM
Anticuerpos N % N % N %

0 22 431 38 765 38 706
10 3 5,8 8 15,7 9 17,6
20 0 0,0 4 7,8 5 9,8
40 0 0,0 1 2,0
80 7 137

160 4 7.8

320 4 7,8

640 0 0,0

1280 11 21,8

Seroprevalencia 56,9% 23,5% 29,4%
Seroprev.>1/40 51,1% 0% 0%

Media 26,30 1,82 2,14

Mediana 1/80 0 0

Moda 0-1/1280 C 0

4.3.6.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis en lactantes de ocho meses

Al mes de finalizar el calendaric de inmunizaciones primaria, se sigue

manteniendo el incremento de la sintesis de anticuerpos del isotipo Ig@G. El resto de
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los isotipos se modifican lentamente no observandose diferencias significativas con

respecto a los lactantes de siete meses.

El incremente de los anticuerpos 1gG anti-B. pertussis se traduce tanto en el
aumento de su seroprevalencia, como en la elevacién de sus titulos. Esto se refleja
en una media geométrica superior a la del grupo anterior, estadisticamente

significativa. Los estadisticos que les diferencian del grupo anterior son los siguientes:

t=-172 P = 0,088 p <0.1.

En la tabla 4.15 se observan las distribuciones serolégicas correspondientes

a este grupo de edad.
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Tabla 4.15. Respuesta serologicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 8 - <

9 meses de vida (N = 38).

Titulo IgG IgA tgM
Anticuerpos N % N % N %
0 7 18,4 30 788 26 684
10 3 7.8 7 18,4 3 7,9
20 0 0,0 1 27 3 7,9
40 2 5,2 6 158
80 7 18,4

160 e 23,7

320 5 13,1

640 2 52

1280 3 7.9

Seroprevaiencia 81,6% 21,1% 31,4%
Seroprev.>1/40 68,5% 0% 0%

Media 61,66 1,66 2,69

Mediana 1/160 0 0

Moda 1/160 0 0
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4.3.7.- Seroprevalencia de anticuergos anti-B. perfussis en lactantes con edades

comprendidas entre los nueve y trece meses

Desde un punto de vista estadistico, €ste es un grupo homogéneo en el que
se puede hacer un analisis descriptivo comun, aungue, por las razones ya expuestas,

se presentaran [os datos por separado (tablas 4.16, 4.17, 4.18, 4.19).

En estos lactantes se alcanza la maxima produccion de anticuerpos, aunque
estadisticamente sdlo se puede demostrar en los isotipos 1gG e IgM. La produccidén
de anticuerpos del isotipo IgG sigue aumentado, llegando a alcanzar su pico maximo
entre los diez y doce meses de edad. A estas edades (diez, once meses), la
prevalencia es del 100%. En el 70% de los lactantes ios titulos de 1gG son superiores
al 1/40. En el 30% restante la respuesta de anticuerpos a las vacunas se puede
considerar bastante débil. La funcidén que mejor define la respuesta de anticuerpos
a las distintas dosis de vacuna (entre los lactantes de 3 a 12 meses) es tipo lineal

con la siguiente ecuacion de regresion:

Titulo Ac (Log.IgG) = -0,84(%0,07)+0,3(x0,009)*Edad en meses.

r = 0,980 (0,962 a 0,989); r* = 0,961.

La IgM también experimenta un aumento de su prevalencia y de sus niveles,

estadisticamente significativo con respecto al grupo anterior.
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Los estadisticos que diferencian a este grupo con respecto al anterior

(lactantes entre 8 y 9 meses de edad) son los siguientes:

IgG: t = -2,55; P = 0,013; p < 0,05.

IgM: t = -1,79; P = 0,077; p < 0,1,

Tabla 4.16. Respuesta serolégica a las inmunizaciones de tosferina entre los 9 - <

10 meses de vida (N = 24).

Titulo [9G lgA igM
Anticuerpos N % N % N %
0 3 12,5 18 750 11 45,8
10 0 0,0 6 250 4 16,5
20 0 0,0 0 0,0
40 0 0,0 9 375
80 0 0,0

160 4 16,6

320 6 250

640 4 16,6

1280 7 292

Seroprevalencia 87,5% 25,0% 54,2%
Seroprev.>1/40 87.5% 0% 0%

Media 151,36 1,78 5,89

Mediana 1/320 0 10

Moda 1/1280 0 0
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Tabla 4.17. Respuesta serolbgicas a ias inmunizaciones de tosferina entre los 10 - <

11 meses de vida (N =32).

Titulo IgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %
0 0 0,0 21 656 9 281
10 0 0,0 g 18,7 11 34,4
20 0 0,0 3 9,4 5 1586
40 11 34,3 2 6,3 5 15,6
80 0 0,0 2 6,3
160 4 12,5

320 S 158

640 5 1586

1280 4 12,5

2560 3 9,3

Seroprevalencia 100,0% 34,4% 71,9%
Seroprev.>1/40 65,7% 0% 6,3%

Media 223,9 2,51 8,31

Mediana 1/320 0 10

Moda 1/40-1/640 0 10
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Tabla 4.18. Respuesta serologicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 11 - <

12 meses de vida (N = 22).

Titulo IgG fgA IgM

Anticuerpos N % N % N %
0 0 0,0 15 68,2 9 409
10 0 0,0 3 136 4 182

20 0 0,0 4 18,2 5 227

40 5 227 4 1872

80 0 0,0

160 7 31,8

320 10 45,4

Seroprevalencia 100,0% 31,8% 59,1%

Seroprev.>1/40 77.3% 0% 0%

Media 223,9 2,34 5,89

Mediana 1/160 0 10

Moda 1/320 0 0
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Tabla 4.18. Respuesta seroldgicas a las inmunizaciones de tosferina entre los 12 -

< 13 meses de vida (N = 20).

Titulo lgG IgA IgM
Anticuerpos N Y% N Y% N %
0 3 150 14 70,0 8 450
10 1 5,0 5 250 3 150
20 0 0,0 1 50 5 250
40 2 10,0 3 15,0
80 4 200

160 1 5,0

320 2 10,0

640 4 200

1280 3 150

Seroprevalencia 85,0% 30,0% 55,0%
Seroprev.>1/40 70,0% 0% 0%

Media 93,3 21 51

Mediana 1/80 0 10

Moda 1/80-1/640 0 0

4.4 - Descenso y evolucién de los niveles e isotipos de anticuerpos anti-B, perfussis

después de haber completado el calendario de vacunas

Después de aproximadamente cinco meses de haber recibido ia Ultima dosis
de vacuna, y considerarse finalizado ya el calendario de vacunas de la tosferina, se

va a producir un descenso progresivo de los titulos de anticuerpos. Desde un puntc
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de vista didactico, estos descensos vendran marcados por escalones
correspondientes a diferencias estadisticamente significativas en la comparacién de
las medias geométricas de la IgG. En los otros isotipos se observan cambios en el
mismo sentido, pero debido a sus bajas concentraciones, estas diferencias no
aparecen como estadisticamente significativas. Por tanto, varios grupos de edades
estaran agrupados bajo el mismo epigrafe, mostrandose las distribuciones de

frecuencias de los titulos de anticuerpos pertenecientes a estos grupos.

De acuerdo con el criterio estadistico antes mencionado, se expondran los

siguientes apartados:

4.4.1 .- grupo de edad comprendido entre los 13 meses y 4 afos.
4.4.2.- grupo de edad comprendido entre los 4 y 5 anos.

4.4.3.- grupo de edad comprendido entre los 5 y 10 afos.

4.4.4.- grupo de edad comprendido entre los 10 y 15 afos.

4.4.5.- grupo de edad comprendido entre los 15 y 90 anos.

4.4.1.- Niveles de anticuerpos anti-B._pertussis entre los trece meses y los cuatro

anos de edad

Aicanzado el titulo maximo de anticuerpos, entre los nueve y doce meses,
como consecuencia de haberse completado el calendario de vacunaciones, se va a
producir un descenso de los titulos de anticuerpos. A los dieciocho meses edad, este

descenso llega a ser, aproximadamente, del 85% para la 1gG y del 50% para los
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otros isotipos (tabla 4.20). Estadisticamente esta disminucién aparece como
significativa solamente en la IgG e IgM, a pesar de que la IgA tiene un
comportamiento similar al de los otros isotipos, aunque a niveles inferiores. Esto

puede ser debido a la débil respuesta de los anticuerpos de! isotipo 1gA frente a las

inmunizaciones.

Los estadisticos que definen estas diferencias son los siguientes:

IgG: t

il

2,82, P = 0,006; p < 0,01.

IgM: t = 1,92; P = 0,059: p < 0,10.
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Tabla 4.20. Seroprevalencia de Anticuerpos anti-B. pertussis entre los 13 - < 18

meses de vida (N = 60).

Titulo 1gG 1gA igM

Anticuerpos N % N % N %

0 24 40,0 51 85,0 41 68,3

10 9 15,0 5 8,3 9 15,0

20 3 50 4 87 3 50

40 3 50 7 117

80 3 50

160 6 10,0

320 5 83

640 4 66

1280 3 50

Seroprevalencia 60,0% 15,0% 31,7%
(47,8-72,4%)* (8,0-24%)* (20,0-43,5%)*

Seroprev.>1/40 35,0% 0% 0%

Media 14,8 1,5 25

Mediana 1/10 0 0

Moda 0 0 0

* intervalo de confianza del 95% y poder de contraste del 75%.

A partir del ano y medio de edad y después del descenso referido

anteriormente, los niveles de anticuerpos se van a mantener en magnitudes

practicamente estacionarias hasta los cuatro afios de edad, siempre que se

considere, Unicamente, las medias geométricas de los titulos. Entre los 18 y 24
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meses (tabla 4.21), los titulos e isotipos de anticuerpos son muy semejantes a los

hallados entre los nifios con edades comprendidas entre los 13 y 18 meses de vida.

Mas alla de los dos afos de edad, las medias geomeétricas de los diversos
isotipos muestran un descenso parcialmente objetivable. Pero, si en lugar de estudiar
una magnitud global como es una media, se observa como se distribuyen los
multiples casos que originan esta media, es decir, las seroprevalencias de los
diversos titulos, entonces se marca claramente una tendencia. Tal tendencia consiste
en que los nifos con una edad comprendida entre los dos y tres afos presentan

(tabla 4.22):

1.- En lo referente a la 1gG, la prevalencia global es practicamente igual al
grupo anterior (57,1% frente al 55%), pero la diferencia reside en el porcentaje
de nifios con titulos de 1gG superiores al 1/40; a esta edad, entre los dos y
tres afios, solamente el 16,8% de los nifios conservan una IgG con un titulo
superior al 1/40, menos de la mitad que el grupo de edad anterior (ano y

medio/dos afos).

2.- Con respecto a los otros dos isotipos, las prevalencias globales de

anticuerpos se reducen, practicamente, a la mitad.
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Tabla 4.21. Seroprevalencia de Anticuerpos anti-B. perfussis entre los 18 - < 24

meses de vida (N = 67).

Titulo 1gG IgA IgM
Anticuerpos N % N Y% N %

0 30 448 57 850 46 68,7
10 5 7.4 5 8,3 17 253
20 4 6,0 5 6,7 0 0,0
40 4 60 4 60
80 7 104

160 12 179

320 5 75

Seroprevalencia 55,2% 15,0% 31,3%
Seroprev.>1/40 35,8% 0% 0%

Media 10,7 1,56 2,2

Mediana 1/10 0 0

Moda 0 0 0
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Tabla 4.22. Seroprevalencia de Anticuerpos anti-B. perfussis entre los 2 - < 3 anos

de vida (N = 77).

Titulo IgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %
0 33 429 71 92,2 64 83,1
10 19 247 6 7,8 6 7.8
20 0O 00 3 39
40 12 15,6 4 52
80 5 6,5

160 8 10,3

Seroprevalencia 57,1% 7,8% 16,9%
Seroprev.>1/40 16,8% 0% 0%

Media 7,1 1,2 1,6

Mediana 1/10 0 0

Moda 0 0 0

En la tabla 4.23 se muestran las distribuciones de los anticuerpos
correspondientes a los nifios con edades comprendidas entre los tres y cuatro anos.
Los estadisticos de la IgG no han variado con respecto al grupo anterior. Pero, al
observar la tabla de distribucion de frecuencias, se aprecia un incremento en los
titulos de este isotipo. El 15,4% de los nifios tienen un titulo de 1gG superior al 1/40,

la mayoria de ellos con titulos comprendidos entre 1/160-1/640.

Modificaciones en este sentido (aunque menos llamativas por el tipo de

respuesta de estos isotipos) ocurren con la IgA e |gM. Todos estos cambios
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Unicamente pueden ser ocasionados por un nuevo contacto con 8. pertussis. En
Espana no se suele inocular las dosis de recuerdo a los dieciocho meses y a los

tres o cuatro anos.

A la vista de estos resultados, la explicacion mas plausible seria un
debilitamiento de la proteccion conferida por las inmunizaciones en los nifios de mas
de tres afios de edad y una infeccién por 8. perfussis en, aproximadamente, el 15%

de estos nifos.

Estos datos aportan importantes informaciones sobre la eficacia de las
vacunaciones en lo referente a la proteccion conferida contra la enfermedad y/o
contra la infeccidn., Méas exacto seria valorar la eficacia del calendaric de
vacunaciones con respecto al tiempo transcurrido desde |a Ultima inoculaciéon, que
no hablar de una eficacia global en un grupo amplio de edades, como pudiera ser
hasta los doce anos. En el capitulo de la discusion se volvera scbre este importante
punto de la eficacia de las vacunaciones con vacunas de B pertussis. Por el
momento, podemos adelantar que a los dos anos de finalizar el calendario de
inmunizaciones, la eficacia de la vacuna ya no es del 100%, al menos en lo referente

a la infeccion por B. pertussis.
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Tabla 4.23 afios. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis entrelos 3 - < 4

anos de vida (N = 124).

Titulo IgG IgA lgM
Anticuerpos N % N % N %
0 51 411 101 81,4 94 758
10 28 226 12 9,7 15 12,1
20 5 40 4 372 5 4,1
40 21 169 0 0,0 10 8,1
80 2 186 3 25

160 5 4,0 4 32

320 6 4,9

640 6 49

Seroprevalencia 58,9% 18,6% 24,2%
Seroprev.>1/40 15,4% 5,7% 0%

Media 83 1,9 2,0

Mediana 1/10 0 0

Moda 0 0 0

4.4.2.- Niveles de anticuerpos anti-B. perfussis entre los cuatro y cinco anos de edad

Este grupo de edad muestra unas caracteristicas especiales que le hace
diferente de los grupos de edades anterior y posterior. Por un lado, las
concentraciones y seroprevalencia global de IgG siguen descendiendo, alcanzandose

unos de los niveles mas bajos post-vacunales encontrados en este isotipo a lo largo
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de la vida de un individuo. Descenso que es estadisticamente significativo con

respecto al grupo de edad anterior. Los estadisticos que marcan esta diferencia son:

t=314, P = 00017 y p < 0,01,

Por otro lado, al igual que en el grupo anterior, se sigue observando que
alrededor del 10% de los nifos de esta edad han perdido la proteccion adquirida por
las vacunaciones, como se puede deducir por los incrementos en los titulos de los
anticuerpos a consecuencia de infecciones por B. perfussss. Algunos ninos presentan
titulos de anticuerpos muy importantes, mas altos que los obtenidos después de
completar el calendario de vacunas, como corresponde & una respuesta humoral
secundaria. Tal es el caso de la IgG que llega a ser positiva a la dilucién 1/2580, o
de la IgA con titulos de 1/80 a 1/640, o de la IgM con diluciones de 1/80 y 1/160

(tabla 4.24),
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Tabla 4.24. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis entre los 4 - < 5 anos

de vida (N = 180).

Seroprevalencia

Seroprev.>1/40
Media

Mediana

Moda

36,7%

(29,7-43,7%)*
10,6%

4,5
0
0

12,3%

(7,5-17,1%)*
5,6%

15

0

0

Titulo Anticuerpos IgG IgA igM

N % N % N %
0 114 63,3 158 87,7 124 68,9
10 25 139 12 6,7 27 150
20 5 28 0 0,0 8 44
40 17 9,4 0 0,0 14 7.8
80 9 5,0 3 1,7 3 1,7
160 3 17 4 22 4 2,2
320 5 2,8 0 0,0
640 0 0,0 3 1,7
1280 0 0,0
2560 2 1,1

31,1%

(24,3-37,9%)*
3,9%

2,6

0

0

* intervalo de confianza del 95% y poder del 85.5%

4.4.3.- Niveles de anticuerpos anti-B. pertussis entre los cinco y diez afios de edad

Este grupo se va a caracterizar por un incrementos en los titulos de la 1gG.

Estos aumentos de los titulos de IgG son debidos a nuevos contactos con B
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pertussis, que se venian evidenciando desde los tres afos de edad, como
consecuencia del debilitamiento progresivo que se esta produciendo de lainmunidad
humoral conferida por las vacunas. El 19 % de los nifios que componen este grupo
van a presentar titulos de lgG superiores al 1/40. Las diferencias en las
concentraciones de IgG con respecto al grupo anterior son estadisticamente

significativas:

t =295 P = 0,003, p < 0,01.

Estos contactos con 8. pertussis se van a manifestar, también, en los titulos

altos del serotipo IgM. El 7,7% de los nifos tienen unos titulos de IgM superiores a

la dilucién 1/40 (tabla 4.25).
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Tabla 4.25. Seroprevalencia de anticuerpos anti-8. perfussis entre los 5- < 10 anos

de vida (N = 317).

Titulo Anticuerpos IgG gA igM
N Y N % N %

0 168 53,0 306 96,5 248 78,2
10 29 9,2 5 1,6 14 44
20 27 8,5 3 0,9 10 3,1
40 32 10,1 3 0,9 21 6,6
80 11 3,5 24 7,7
160 15 4,7
320 16 50
640 9 2,8
1280 10 3,2
Seroprevalencia 47 0% 3,5% 21,8%

(41,5-52,5%)* (1,5-5,5%)* (17,3-26,3%)*
Seroprev.>1/40 19,2% 0% 7.7%
Media 8,9 1,71 2,2
Mediana 0 0 0
Moda 0 0 0

* intervalo de confianza del 95% y poder del 89%

4.4.4 .- Niveles de anticuerpos anti-B, perfussis entre los diez v quince afnos de edad

Entre los diez y quince afos, las seroprevalencias y titulos de anticuerpos

dirigidos contra 8. perfussis se encuentran en sus niveles mas bajos. Solo se

detectan anticuerpos en un 20%, aproximadamente, de estos nifics, estando en la
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mitad de ellos a niveles comparables al periodo previo al comienzo del calendario de
inmunizaciones. Entre el 2,3% y el 4,1% de los nifios de este grupo cumpliran con
los criterios serolégicos de tosferina. Resumiendo, los nifos con edades
comprendidas entre |os diez y los quince presentan los niveles de anticuerpos
dirigidos contra B. pertussis mas bajos de todos los grupos de edades anteriores. La

inmunidad post-vacunal o post-infecciosa se encuentra muy debilitada frente a 8.

pertussis (tabla 4.26).

Estadisticamente se puede demostrar una diferencia significativa con respecto

al grupo de edad anterior (5 - 10 anos):

IgG: t = -6,03; P = 0,0000; p < 0,001.

IgM: t = -3,55; P = 0,0004; p < 0,001.
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Tabla 4.26. Seroprevalencia de anticuerpos anti-5. pertussis entre los diez y quince

afnos de edad (N = 315).

Titulo lgG [gA lgM

Anticuerpos N % N % N %

0 241 76,5 310 984 289 91,7

10 17 5,4 5 1,6 13 41

20 13 4.1 2 0,6

40 10 3,2 4 1,3

80 12 3,8 3 1,0

160 9 29 4 1,3

320 6 1,9

640 7 2,2

Seroprevalencia 23,5% 1,6% 8,3%
(18,8-28,2%)* (0,3%-2,9%)* (5,3-11,3%)*

Seroprev.>1/40 10,6% 0% 2,3%

Media 2,5 1,1 1,3

Mediana 0 0 0

Moda 0 0 0

* intervalo de confianza del 95% y poder del 89%.
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4.4.5 - Niveles de anticuerpos anti-B. pertussis entre los quince y noventa afios de
edad

No existen diferencias en los sujetos que forman este amplio grupo de edad
en lo referente a la serologia de 8. pertussis, a pesar de ser un grupo heterogeneo
con respecto al calendario de vacunaciones con B. perifussis. Es heterogéneo
porgue practicamente todos los sujetos con mas de 25 anos de edad no han podido
recibir las tres dosis de vacuna que completan el calendario de inmunizaciones. A
pesar de estas diferencias en las inmunizaciones con bacterias muertas, el estado
humoral observado frente a B. perfussis es similar en todos los individuos. No
obstante, se exponen en las tablas 427, 428 y 429 las distribuciones
correspondientes a los grupos de edades comprendidas entre los 15-20 anos, 20-25
afos y 25-90 afios. Estadisticamente, no se puede observar ninguna diferencia
significativa entre estos grupos. Todos se caracterizan por la alta prevalencia de
anticuerpos anti-B. pertussis del isotipo 1gG, alrededor de un 65%, y ,sobre todo, lo
mas llamativo son los titulos de dicho isotipo. Entre un 40 y 60% de los sujetos van
a tener titulos de IgG superiores al 1/40, lo que parece indicar una alta tasa de
contactos entre B. pertussis y estos sujetos. Infecciones atipicas, subclinicas, o
silentes, que parecen mas intensas entre los 15 y 20 afos, en donde casi el 60% de
los individuos que componen este segmento de edad tienen titulos de IgG superiores

al 1/40

Otro hecho que despierta interés y plantea interrogantes es la ausencia de

anticuerpos del isotipo IgA en los individuos mayores de 25 anos.
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Tabla 4.27. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis entre los quince y veinte

afos de edad (N = 96).

Titulo lgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %
0 33 344 91 948 88 917
10 3 3,1 5 52 5 52
20 2 2,1 3 3,1
40 2 3,1

80 17 17,7

160 21 21,8

320 7 7,3

640 8 8,3

1280 3 3,1

Seroprevalencia 65,6% 5,2% 8,3%
Seroprev.>1/40 58,3% 0% 0%

Media 26,3 1,1 1,2

Mediana 1/80 0 0

Moda 0-1/160 0 0
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Tabla 4.28. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis entre los veinte y

veinticinco afios de edad (N = 113).

Titulo IgG IgA igM
Anticuerpos N %o N % N %

0 41 36,3 107 947 98 86,7
10 5 4,4 0] 0,0 5 44
20 8 71 0 0,0 3 2,6
40 4 3,5 0 0,0 7 6,3
80 21 18,6 0 0,0

160 19 16,8 6 5,3

320 11 9,8

640 4 3,5

Seroprevalencia 63,7% 5,3% 13,3%
Seroprev.>1/40 48,7% 5,3% 0%

Media 18,2 1,3 1,5

Mediana 1/40 0 0

Moda 0 0 0
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Tabla 4.29. Seroprevalencia de anticuerpos anti-5. perfussis en sujetos mayores de

veinticinco anos de edad (N = 510).

Titulo IgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %

0 162 31,7 510 100,0 454 89,0
10 21 4,1 20 39
20 9 1,7 27 5,3
40 112 22,0 9 1,8
80 57 11,2

160 59 11,6

320 59 11,6

640 24 4,7

1280 7 1,4

Seroprevalencia 68,3% 0% 11,0%
Seroprev.>1/40 40,5% 0% 0%

Media 22,4 0 1,4

Mediana 1/40 0 0

Moda 0 0 0

4.5 .- Resumen de la situacién humoral frente a B, perfussis en el grupo control

La seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis se podria resumir en seis
grandes grupos, bastante diferentes entre si. Por supuesto, estas diferencias son
mucho mas notorias en los anticuerpos del isotipo 1gG, seguidas por las del isotipo

IgM. Practicamente, no se manifiestan en el isotipo IgA por su escasa produccion en
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respuesta a las vacunaciones, hecho que sera gran utilidad en algunos grupos de
edad a la hora de efectuar un diagndstico seroldgico de tosferina. Estos grandes

grupos o apartados seran los siguientes:

4.5.1.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis en recién nacidos y
neonato.

4.5.2.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis previos al calendario
de inmunizaciones.

4.5.3.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis en respuesta a las
distintas dosis de vacunas.

4.5.4.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. perfussis post-vacunales.
4.5.5.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. periussis en la infancia.

4.5.6.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-8. perfussis en los adolescentes y

aduitos.

4.5.1.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis en recién nacidos v necnatos

Este grupo esta representado por la seroprevalencia de anticuerpos anti-5.
pertussis al nacer. En este apartado se incluyen, por un lado los especimenes de
sangre de corddn, y por el otro lado, los especimenes séricos correspondientes a los
lactantes con menos de un mes de vida. Ambos grupos presentan diferencias
significativas que impiden unificarlos en un grupo unico. Por tanto, tienen entidad
propia para ser tratados por separados y como tal se hizo en los apartados 4.1 y

421
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Aungue el numero de lactantes menores de 1 mes no es excesivamente
amplio como para que las conclusiones extraidas de sus resultados alcancen los
objetivos propuestos (un poder de las estimaciones superiores al 80%) parece
interesante exponer la informacién que aportan estos estadisticos, siguiendo el
pensamiento de la OMS de que mas vale acertar con aproximacién que equivocarse

con precision.

4.5.2.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-B._perfussis previos al calendario de

inmunizaciones

Este grupo lo forman los lactantes con una edad comprendida entre el mes
y los tres meses. En ellos, los niveles de anticuerpos son muy similares, por lo que
se pueden considerar como un grupo unice constituido por 212 especimenes. EI 80%
de los lactantes de este grupo carecen de anticuerpos y en el 20% restante los titulos
de anticuerpos no superan la dilucion 1/40. A partir de la seroprevalencia de este
grupo se estima el rango de referencia previo al calendario de vacunaciones. El fractil
0,95 abarca desde la ausencia de anticuerpos anti-B. pertussis hasta la dilucion 1/40.
Por supuesto, 1o anterior es valido para el isotipo 1gG. Los otros isotipos no se

detectan en este grupo de edad (tabla 4.30).
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Tabla 4.20. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis previos al calendario de

inmunizaciones.

Titulo lgG IgA lgM
Anticuerpos N % N % N %
0 170 80,2
10 21 8,9
20 3 1,4
40 18 8,5
Seroprevalencia 19,8%
(14,4-25,2%)*

Seroprev.>1/40 0
Media 1,78
Mediana 0
Fractil 0.95 1/40

* Intervalo de confianza del 95% y poder del 87%

4.5.3.- Seroprevalencia de los anticuerpos anti-B. perfussis durante el periodo de

inmunizaciones

En estos periodos de inmunizaciones se van a producir incrementos de los
titulos de anticuerpos en respuesta a cada dosis de vacuna. Por lo tanto, habra que

considerar tres periodos bien definidos, correspondientes a la respuesta a cada
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inmunizacién. Tal respuesta se observara, principalmente, al mes de la inoculacion
con las bacterias muertas en los isotipos IgG e IgM. La respuesta a la primera dosis

de vacuna es escasa, apenas duplicando el titulo basal.

En la tabla 4.31 se encuentra la distribucién de los anticuerpcs encontrados
en los lactantes con un periodo de vida comprendido entre los cuatro y seis meses.
Algunos de los lactantes de este grupo habran recibido su segunda dosis de vacuna,
aungue la respuesta de anticuerpos que se observara, sera la correspondiente a la
primera dosis. No ha transcurrido el tiempo suficiente para que la segunda dosis de

vacuna haya provocado una respuesta de anticuerpos.

Se empiezan a evidenciar anticuerpos del isotipo IgA e IgM en pequefas
cantidades. El fractil correspondiente al 0.95 esta en la dilucién 1/80 para la 1gG, y

1/10, 1/20 para la IgA e IgM, respectivamente.



Hesullados Fdgina 159

Tabla 4.31. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis correspondientes a una

dosis de vacuna (N = 79).

Titulo IgG IgA tgM
Anticuerpos N % N % N %
{0 41 519 65 822 63 79,8
10 11 13,9 10 12,7 8 10,1
20 17 21,5 4 5,1 8 101
40 5 8,3

80 4 5.1

160 0 0,0

320 1 1,3

Seroprevalencia 48,1% 17,8% 20,2%
(37,1-59,1%)* (9,4-26,2%)* (11,3-29,1%)*

Seroprev.>1/40 6,4% 0% 0%

Media 4,46 1,55 1,70

Mediana 1/40 0 0

Fractil 0.95 1/80 1/10 1/20

intervalo de confianza del 95% y poder del 78%

El segundo periodo estd formado por 94 nifios entre 6 y 8 meses de edad,
algunos de los cuales, acaban de recibir la tercera dosis de vacuna pero todavia no
han tenido tiempo para fabricar una respuesta humoral a esta tercera dosis de

vacuna. Por consiguiente, los niveles de anticuerpos encontrados en este periodo de
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edad son los evocados por dos estimulos con bacterias muertas. La respuesta es
mas marcada, siendo casi seis veces superior a la respuesta obtenida tras la primera
dosis. En este momento, después de las dos dosis de vacunas, los fitulos de
anticuerpos se pueden considerar importante en mas de la mitad de los nifios. Casi
el 60% de ellos tienen titulos de 1gG superiores al 1/80, siendo en el 15% de los
lactantes muy altos, 1/1280. Los niveles de anticuerpos de los isotipos IgA e IgM
apenas se han modificado. En la tabla 4.32 se pueden consultar los niveles e isotipos
de anticuerpos encontrados después de la segunda estimulacién con bacterias

muertas.

El tercer periodo esta constituido por 136 nifos, entre 8 y 13 meses de edad,
que han completado el calendario de vacunas. En esta edad se van a hallar los
titulos de anticuerpos mas altos como respuesta a las inmunizaciones, superando en
més de 4 veces las concentraciones alcanzadas en respuesta a la segunda dosis. La
ecuacién de regresion que define el incremento del logaritmo del titulo de
anticuerpos del isotipo IgG en respuesta a las distintas dosis de vacuna (entre los

120 dias y 360 dias de vida del lactante) es de tipo lineal:

Log titulo 1IgG = -0,837(=0,076) +0,04(+0,0003)edad en dfas.

r = 0,980 (0,962-0,989); r* =0,961.

A partir de este momento, los titulos de anticuerpos van a disminuir
paulatinamente y Unicamente se elevardn como respuesta a un nueve estimulo

antigénico. Este nuevo estimulo antigénico, en nuestro pais, casi siempre, salvo raras
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excepciones, suele corresponder a una infeccidn por B. periussis, ya que no es
habitual administrar la cuarta dosis de recuerdo a los doce meses de la tercera dosis
de vacuna. En la tabla 4.33 presentamos [a distribucion de anticuerpos encontrada
en nuestra serie de 136 niflos con edades comprendidas entre los ocho y trece
meses de edad. En el 27,2% de los nifos la respuesta de anticuerpos es escasa, no

superandose la dilucién 1/40.
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Tabla 4.32. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis correspondientes a dos

dosis de vacuna (N = 94).

Titulo IgG IgA IgM

Anticuerpos N % N % N %

0 37 394 73 77,7 68 72,3

10 6 6,4 14 14,9 15 16,0

20 0 0,0 7 7.4 10 10,6

40 0 0,0 1 1,1

80 13 13,8

160 10 10,6

320 11 11,7

640 3 3.2

1280 14 149

Seroprevalencia 60,6% 22 3% 27, 7%
(50,7-70,5%)* (13,9-30,7%)* (18,7-36,7%)*

Seroprev.>1/40 54,2% 0% 0%

Media 28,84 1,73 2,04

Mediana 1/80 0 0

Fractil 0.95 1/1280 1/20 1/20

* intervalo de confianza del 95% y poder del 80%.
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Tabla 4.33. Seroprevalencia después de 3 dosis de vacuna (N = 136).
Titulo lgG IgA IgM
Anticuerpos N % N % N %
0 13 9,6 98 721 64 471
10 4 29 27 198 25 184
20 0 0,0 9 6,6 18 13,2
40 20 14,7 2 1,5 27 19,8
80 11 8,1 2 1,5
160 25 184
320 28 20,6
640 15 11,0
1280 17 12,5
2560 3 22
Seroprevalencia 90,4% 27.9% 52,9%
(85,5-95,3%)* (20,4-35,4%)* (44,6-61,2%)*
Seroprev.>1/40 72,8% 0% 1,5%
Media 128,82 2,04 5,01
Mediana 1/160 0 1/10
Fractil 0.95 1/1280 1/20 1/40

intervalo de confianza del 95% y poder del 82%.
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4.5.4.- Seroprevalencia de anticuerpos anti-8. perfussis entre los trece meses vy cuatro

anhos de edad

A partir de los trece meses de edad se va a producir un descenso importante
de los anticuerpos elaborados en respuesta al calendario de vacunas. Esta
disminucion se observa en todos los isotipos, aunque, naturalmente, es mucho mas
notoria en el isotipo IgG y en los seis meses que siguen al pico maximo de
anticuerpos (tabla 4.20). Al igual que ocurria con la IgG materna, la ecuacién de
regresion que mejor define el catabolismo de la IgG post-vacunal entre los trece

meses de edad y los cuatro anos, es una ecuacidn de tipo reciproco:

Log IgG = 1/[0,3568 (+0,049) + 0,57 {+0,03) meses.

r=0921; 1 = 0,848.

Como corresponde a una ecuacion de este tipo, a partir de los 18 meses de
edad y hasta los cuatro anos, los titulos de anticuerpos van a seguir descendiendo
muy lentamente. Estadisticamente no se puede demostrar una diferencia significativa

en el titulo de anticuerpos de este segmento de edad.

La seroprevalencia global de la IgG se va a mantener practicamente inalterada
a lo largo de este periodo, entre un 55 y un 60%. Lo que si se va a alterar son sus
titulos. Después de los dos afos de edad, el porcentaje de nifios con titulos de IgG
superiores al 1/40 disminuye a la mitad de los encontrados entre los 13 y los 24

meses (de un 35% a un 16%, respectivamente). La misma tendencia se observa en
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las seroprevalencias de IgA e IgM, siendo éstas practicamente la mitad de las
encontradas en el periodo comprendido entre los 13 y 24 meses de edad (tabla

4.34),

Es necesario resaltar un hecho importante que pudiera quedar enmascarado,
© por lo menos pasar desapercibido, en el global de los datos expuestos en la tabla
4.34. Este hecho se refiere a los altos titulos de la IgG, superiores al 1/160 (6.3% de
este grupo) y de IgA, superiores al 1/40 (2.6%). Esto, Unicamente puede ser la
consecuencia de una infeccibn por B pertussis, dado lo inhabitual de la
administracion de una dosis de recuerdo y la ausencia de respuesta del isotipo 1gA
al estimulo vacunal. Para poder objetivar de una forma clara lo expuesto
anteriormente hay que remitirse a las tablas 4.22 (seroprevalencia de anticuerpos
entre los 2-3 anos) y 4.23 (seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis entre 10s
3 y 4 afos). Comparando las dos tablas podemos observar que entre los nifos de
tres anos hay un 9,7% [4,5%-14,9% (intervalo de confianza al 95% y seguridad del
83%)] de ellos que presentan anticuerpos 1gG superiores al 1/180; este titulo es lo
maximo encontrado en el periodo de edad anterior, dos anos. La IgA muestra un
comportamiento similar, en el 8,9% (3,9% y 13,9%) de los nifios aparece un titulo de

anticuerpos superior al grupe de edad anterior.

Asi pues, como resumen de este grupo constituido por nifios con edades
comprendidas entre los 13 meses y los cuatro afos de edad, podemos decir que se
va produciendo un descenso progresivo de los anticuerpos, con un escalon mas

acusado entre los 13 y los 18 meses de edad. A partir de los tres anos de edad, se
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podra observar en un grupo reducido de niflos (alrededor del 10%) una serologia de

pertussis compatible con una infeccién clinica o subclinica.

Tabla 4.34. Seroprevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis entre los dieciocho

meses y hasta los cuatro afos de edad (N = 268).

Titulo 19G IgA IgM

Anticuerpos N % N % N %

0 114 42,5 229 855 204 76,1

10 52 19,4 23 8,6 38 14,2

20 9 3.4 9 33 8 3,0

40 37 13,8 0 0,0 18 6,7

80 14 5,2 3 1,1

160 25 9.3 4 1,5

320 11 4,1

640 6 2,2

Seroprevalencia 57,4% 14,6% 23,9%
(562,1-62,7%)* (10,8-18,4%)* (19,6-28,2%)*

Seroprev.>1/40 20,9% 2,6% 0%

Media 8,70 1,63 1,93

Mediana 10 0 0

“intervalo de confianza del 95% y poder del 88%.



Resultados FPdgina 167

4.5.5.- Seroprevalencia de los anticuerpos anti-B. pertussis entre los 4 y los quince

afos de edad. Estimacién del intervalo de referencia

En este apartado se incluye una serie de grupos que presentan entidad propia
como para ser tratados por separado. La serie de grupos que integran este apartado

sSOon.

- nifos con edades entre los 4 y 5 anos, apartado 4.4.2.
- nifos con edades entre los 5 y 10 anos, apartado 4.4.3.

- ninos con edades entre los 10 y 15 anos, apartado 4.4.4.

No se volvera a repetir o dicho con respecto a estos grupos en los apartados
antes citados. Unicamente, y comoc compendio de estas edades, destacar el
descensa progresivo de la seroprevalencia de anticuerpos, alcanzandose el nadir
entre fos 10 y los 15 anos. En estas edades, el 76,5% de los niNos no presentan
anticuerpos detectables. Un segundo punto a resaltar es el 10%, aproximadamente,
de infecciones seroldgicas que se producen en todos estos grupos. Infecciones que
se objetivizan bien por un titulo de 1gG superior al 1/160., o de IgA o IgM superiores

al 1/10 y 1/40, respectivamente.
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4.5.6.- Rangos_de referencia de los anticuerpos anti- B pertussis posteriores al

calendario de vacunaciones

Se han utilizado los nifios con edades comprendidas entre los dos afos y los
quince afnos para estimar el rango de referencia (N = 1.013)). No se excluys ningdn
nino con serologia compatible de infeccion por 8. perfussis (objetivable en funcion
de los isotipos IgA e IgM) porque estos casos representaron una minima parte del
total de sujetos. Tedricamente, aungue la inclusion de las infecciones eleva el limite
de referencia, restando sensibilidad y aumentando la especificidad de la prueba, la
utilidad practica de la referencia se sigue manteniendo. Las infecciones, en general,
suelen provocar una respuesta de anticuerpos lo bastante intensa para superar

ampliamente el limite superior del rango de referencia.

Hechas estas salvedades y utilizando el método no paramétrico para la
estimacion del rango de referencia, con un intervalo de confianza del 95% y una

seguridad del 90%, el rango estimado es :

Isotipo IgG  1/160.
Isotipo IgA  1/10.

Isotipo IgM  1/40.
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4.5.7.- Seroprevalencia de los anticuerpos anti- 8. perfussis en personas mayores de

15 ahos

Este grupo esta constituido por un grupo heterogéneo de personas desde el
punto de vista del calendario de vacunaciones. Los sujetos nacidos antes de 1965
no recibieron ninguna dosis de vacuna contra la tosferina. De los nacidos después
de este ano, los sujetos comprendidos entre los 20 y 28 arfios, posiblemente no estén
protegidos por los programas de vacunacion, aunque hayan podido recibir alguna
inmunizacion. No obstante, desde el punto de vista seroldégico contra 8. pertussis,
todos estos individuos se pueden considerar come un grupo homogéneo y como tal

seran tratados.

Lo mas llamativo de este grupo es el gran numero de personas con
anticuerpos circuiantes detectables. El 67,2% de los 719 sujetos que integran este
grupo tienen anticuerpos del isotipo 1gG; en el 1,5% y 11% se encontraran

anticuerpos del isotipo IgA e IgM, respectivamente (tabla 4.35).

Utilizando los intervalo de referencia para estimar el nimero de sujetos que se
encuentran por encima de los mismos, y, por consiguiente (desde un punto de vista
del diagnostico seroldgico) han tenido una infeccién por B. pertussis, se cbservan
que 128 de los 719 personas (17,9%) cumplen con el criterio serologico de
pertussis. Volveremos sobre este importante punto en la discusién, cuando se aborde
el tema de la pertussis en los adultos y el papel de éstos como reservorio y

transmisores de la enfermedad,.
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Tahla 4.35. Seroprevalencia de anticuerpos anti-£. perfussis en personas mayores

de 15 afios (N = 719).

Titulo IgG IgA IgM

Anticuerpos N % N % N %

0 236 32,8 708 98,5 640 89,0

10 29 40 5 0,7 30 4,2

20 19 2,6 0 0,0 33 4.6

40 118 16,4 0 0,0 16 2,2

80 95 13,2 0 0,0

160 Q9 13,8 6 0,8

320 77 10,7

640 36 50

1280 10 1,5

Seroprevalencia 67,2% 1,5% 11,0%
(63,8-70,6%)* {0,6-2,4%)* (B.8-13,2%)*

Seroprev.>1/40 44,2% 0,8% 0%

Media 1,34 0,006 0,14

Mediana 40 0 0

Fractil 0.95 640 10 20

* intervalo de confianza del 95% y poder del 93%.

4.5.8.- Tasa de_prevalencia de tosferina serolégica en la_muestra de referencia

Para finalizar el apartado correspondiente a la serclogia de la pertussis en la

muestra de referencia, se incluye la tabla 4.36. en donde se representa las tasas de
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prevalencia serolégicas de pertussis {(por 100 habitantes) en los distintos grupos de
edades, teniendo en cuenta un Unico serotipo o el conjunto de ellos para efectuar el
diagnéstico seroldgico de pertussis. El intervalo de confianza utilizado es el 95%,
variando la seguridad de los intervalos (poder de contraste) segin el nimero de

sujetos de cada grupo.

Las mayores tasas corresponden a los grupos de edades comprendidas entre
los cinco y diez afos, tres a cuatro anos y los mayores de quince anos. Las menores
tasas se encuentran en el grupo con edades comprendidas entre los diez-quince y
los cuatro-cinco anos. Parece ser que a pariir de los tres anos, la inmunidad
conferida por la vacuna se va debilitando en algunos nifos, perdiéndose la
inmunidad, al menos, contra la infeccion. La consecuencia seria una tosferina
subclinica o clinicamente atipica, de dificil diagnédstico y fuente de diseminacién y
actitudes terapéuticas equivocadas. De todo esto se podria deducir que la inmunidad
conferida por la vacuna se empezaria a desvanscer en el 10% -20% de los nifos

mayores de tres anos.

Las tasas mads bajas del serodiagndstico de pertussis se ven en los nifios con

edades comprendidas entre los diez y los quince afoes.
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Tabla 4.36. Tasas de prevalencia en la cohorte control con diagndstico seroldgico de

tosferina.
N lgG (%) IgA (%) IgM (%) Global(%) Poder
(edad)’ [.C*. 95% [.C% 95% [.C*. 95% [.C%. 95%
124 12 (9,7%) 11 (8,9%) 23 (18,5%) 83%
(3-4) 4,5-14 9% 3,8-14,0% 11,5-25,5%
180 7 (3,9%) 10 (5,6%) 7 (3,9%) 24 (13,3%) 85%
(4-5) 1,0-6,8% 2,2-9,0% 1,0-6,8% 8,2-18,4%
317 35 (11%) 6 (1,9%) 24 (7,6%) 65 (20,5%) 89%
(5-10) 7.5-148%  0,4-3,4% 46-106%  16-25%
315 13 (4,1%) 7 (2,2%) 20 (6,3%) 89%
(10-15) 1,9-6,3% 0,6-3,8% 3,6-9,0%
719 128 (17,1) B (0,8%) 129 (17,9%) 93%
(>15) 14,0-19,9%  0,1-1,5% 15,0-20,8%

* Numero de sujetos que forman el grupo de edad.

T Edad en anos.

T 1.C {Intervalo de confianza 385%).
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4.6.- Cohorte_de Referencia. Concentraciones e isotipos de anticuerpos anti-5.

pertussis en saliva

Se estudiaron los niveles e isotipos de anticuerpos en la saliva de 261 sujetos
con edades comprendidas entre los tres meses y los 77 afnos. Se detectaron
anticuerpos en 43 personas (16,5%), quince de las cuales eran ninos (34,9%) y el

resto adultos.

Los niveles de anticuerpos oscilaron entre las diluciones 1/2 y 1/16 no
guardando ninguna relacién con los niveles e isotipos de los anticuerpos séricos que
pudiera tener el sujeto. En 35 especimenes {81%), el isotipo encontrado fue IgA a
unos niveles gue no superaron la dilucidn 1/8. En el 19% restante, los anticuerpos
fueron del isotipo 1gG a unos titulos superiores a los encontrados en el isotipo I1gA,

pero no superando la dilucidén 1/186.

4.7.- Caracteristicas de la cohorte remitida para el estudic de pertussis

La muestra remitida con sospecha de pertussis esta integrada por 162 sujetos
con edades comprendidas entre un mes y los 77 anos. De estos 162 sujetos, en 51
de ellos (31,5%) se cumplian los criterios serolégicos para hacer el diagnéstico de
pertussis y todos eran menores de quince anos. La distribucién de estos 51 casos

con serologia positiva fue similar entre los dos sexos, 25 nifas y 26 ninos.
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Se estudié la posible asociacion que pudiera producirse entre la demanda de
estudio y el sexo del sujeto. Para ello, se efectud una prueba de Chi cuadrado con
correccidn de Mantel-Haenszel y se hallé la odds ratio con el limite de confianza de

Cornfield al 95%. Los estadisticos encontrados fueron:

Chi2 = 0,02. P = 0,89.

Odds ratio = 1,05 (0,51-2,16).

Con estos datos no se puede afirmar que existe asociacién entre el sexo del

sujeto, la demanda, o los resultados positivos o negativos.

4.7.1.- Distribucion de las peticiones por grupos de edades

Los grupos de edad, en donde se demandaron mas estudios, fueron los
comprendidos entre los 5 y los 10 afios (29,6% de todas las peticiones}, y el grupo
de lactantes con menos de 6 meses de edad (28,3% sobre el global de las
peticiones). Los grupos integrados por nifios entre 3 y 5 afios y 10 a 15 anos
representaron el 16,7% y el 12,3%, respectivamente. Esta demanda se corresponde
con los grupos de edades en los que el diagnostico serologico positivo de pertussis
fue mayor. Asi, si estudiamos la distribucion de los casos positivos, vemos que éstos
se concentran en los mismos grupos de edades arriba mencionados, aunque la
prioridad de los grupos no sea la misma. El 45,1% de los casos positivos van
corresponder al grupo de edad comprendido entre los cinco y los diez afios, seguido

por el grupo con edades comprendidas entre los 10-15 afos (12,6%), menores de
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seis meses (17,6%) y 3 a 5 anos con un 13,7%. Exceptuando un serodiagndstico de
positivo de pertussis en un lactante de siete meses, no se detecto ningun otro caso

positivo entre los seis meses de edad y los dos arios (tabla 4.37).

Tabla 4.37. Distribucidn por grupo de edades de las peticiones y estudios serolégicos

positivos de pertussis.

Edad paciente. Peticiones (%) Diagnostico seroldgico
pertussis positivos (%).

r 0-6 meses 46 (28,3%) 9 (17,6%)

6-12 meses 3 (1,8%) 1 (2,0%)

1-2 afios 3 (1,8%) 0 (0,0%)

2-3 afos 4 (2,5%) 1 (2,0%)

3-5 afos 27 (16,7%) 7 (13,7%)

5-10 48 (29,6%) 23 (45,1%)

10-15 afnos 20 (12,3%) 10 (19,6%)

> 15 afios 11 (6,8%) 0 (0,0%)

Se estudié el porcentaje de concordancia entre el diagndstico clinico de
presuncién y la confirmacién por el laboratorio. De estos datos se podria deducir la
dificultad del clinico en efectuar un diagndstico dependiendo de la edad del paciente.
Excluyendo los grupas de edades en donde el nimerc de sujetos es pequeno, se
observd que el menor porcentaje de "aciertos” se produjo en los menores de seis
meses. En honor a la verdad hay que decir, que aparte de la dificultad intrinseca que

este grupo de edad pueda tener, estos lactantes pequefios generan respuestas
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rapidas en los facultativos. Es decir, el facultativo, mas que pensar en un diagnéstico
de presuncion, seguramente, lo que realizd6 es un diagnoéstico de exclusidon para
llegar, 1o mas rapidamente posible, a un diagndstico y a un tratamiento. De todos los
modos, en ningun grupo de edad hubo una concordancia superior al 50%, lo que

puede indicar la enorme dificultad en hacer un diagndstico de pertussis (tabla 4.38).

Tabla 4.38. Eficiencia del diagnéstico clinico por grupos de edades.

Edad Diag. clinico Confirmacion % Concardancia.
presuncion. laboratorio. (1.C.95%)

0-6 meses 46 9 19,6% (13,4-25,8).

6-12 meses 3 1 33,3%

1-2 afos 3 0 0%

2-3 afos 4 1 25%

3.5 afos 27 7 25,9% (19-32,8)

5-10 afos 48 23 47,9% (40,1-55,7)

10-15 afos 20 10 50% (42,2%-57,8%)

> 15 anos 11 0 0%

4.7.2.- Distribucién estacional de las peticiones de estudio de pertussis

Enero, febrero y marzo fueron los meses en donde mas se solicitaron el
estudio de tosferina. En estos meses se hicieron el 54,9% de los analisis. En este
mismo pericdo de tiempo se obtuvieron el 47% de los resultados positives. De ésto

parece desprenderse que cerca del 50% de los casos de tosferinag se van a producir
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durante {os meses del invierno. Sobre el total de estudios de tosferina solicitados en
esta estacion del aho, 89 pacientes, en 24 de ellos (26,9%) la respuesta fue
afirmativa, es decir, el porcentaje global de aciertos del diagndstico clinico con
respecto al laboratorio fue del 26,9%. En el 73,2% restante no se pudo confirmar la
sospecha clinica de pertussis. Posiblemente, en los meses de invierno puede existir
mayor dificultad para realizar un diagnédstico clinico diferencial con los procesos

infecciosos que afectan a las vias respiraterias.

La primavera fue la segunda estacion del afio en lo referente a la demanda de
estudios de pertussis, con un 19,7% del total. Curiosamente, no se obtuvo ningun
diagnostico serologico positivo de pertussis en los meses de Mayo y Junio, aunque
si los hubo en el mes de Abril (13,7% de los diagndsticos positivos). Seria interesante
estudiar las posibles implicaciones que pudieran tener los procesos alérgicos sobre

la demanda de estudios.

En otofio se solicitaron el 17,9% de todos los estudios halldndose 15 casos
positivos de los 29 solicitados, lo que representa cerca del 52% de concordancia con
la sospecha clinica de tosferina. Quizas en esta época del ano existen menos efectos

confundentes con respecto a las patologia respiratorias.

Por dltimo |, estan los meses de verano con una demanda de estudios de un
7,4% . No se encontrd ningun diagnédstico seroldgico de pertussis en los meses de
Julio y Agosto. Los cinco casos con serologia positiva se detectaron en el mes de

Septiembre. Por tanto, desde el punto de vista del diagndstico seroldgico de
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pertussis, las infecciones por 8. perfussis parecen incidir, fundamentalmente, entre

los meses de Septiembre a Abril

Como resumen, ef mayor numero de peticiones se realizaron en
invierno,seguido de [a primavera, otono. Los mayores porcentajes de positividades
se obtuvieron en el invierno (47%), el otofio (29,4%) y el mes de Abril con un 13,7%.
En el resto de los meses de la primavera y del veranc no se detectaron ningun caso

con diagnostico seroldgico de tosferina (tabla 4.39).
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Tabla 4.39. Distribucién anual de las peticiones.

Mes Peticiones (%) Serologia % de Aciertos

positiva (%)

Enero 22 (13,6) 9 (17,6%) 40,9
Febrero 41 (25,4) 8 (15,7%) 19,5
Marzo 26 (16,1) 7 (13,7%) 26,9
Abril 14 (8,6) 7 (13,7%) 50
Mayo 13 (8) 0 (0%) 0
Junio 5 (3,1) 0 (0%) 0
Julio 4{ 2,5) 0 (0%) 0
Agosto 1 (0,6) 0 (0%) 0
Septiembre 7 (4,3) 5 (9,8%) 71,4
Octubre 7 (4,3) 5 (9,8%) 71,4
Noviembre 8 (4,9) 3 (5,9%) 37,5
Diciembre 14 (8,6) 7 {13,7%) 50

Total 162 (100) 51 (100%) 31,5

*{%) Porcentaje sobre el total de peticiones

t (%) Porcentaje sobre el total de serologia positiva.

En la tabla 4.40 se muestra el rendimiento de las peticiones de investigacion

serolégica de pertussis por estacion del ano.



Resultados Pdgina 180
Tabla 4.40. Eficiencia del diagnéstico clinico por estaciones.
Estacion Invierno Primavera Verano Otofio
OR’ 0,58 0,55 1,23 2,89
(0,28-1,2) (0,20-2,5) (0,34-4,3) (1,18-7,1)
RR? 0,69 0,65 1,15 1,91
(0,44-1,1) (0,32-1,3) (0,55-2,4) (1,22-3,0)
CHI 2,54 1,70 0,13 6,67
(P=0,111) (P=0,193) (P=0,722) (P=0,009)
Cct 26,9% 21,8% 41,7% 51,7%

* Odds Ratio (imite de confianza Cornfield 98%).

1 Riesgo Relativo (limite de confianza Tayios 95%).

1 Chi® Correccién Mantel Haenzel (Probabilidad).

£ Concordancia (%).

Los mejores rendimientos diagndsticos se obtuvieron durante los meses de

verano y otoho. Esto parece indicar que en estos periodos del aho existen menos

procesos de vias respiratorias que induzcan al clinico a confusion diagndstica. En los

meses de inviernos, aungue el porcentaje de positividades serolégicas es el mayor

del afo, con un 47 % de todos los casos con diagndstico serolégico de pertussis,

también son los meses donde el clinico presenta las mayores dificultades para emitir

un juicio diagndstico certero. Unicamente, el 26,9% de los estudios demandados

tuvieron una respuesta afirmativa.
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4.7.3.- Caracteristicas de los sintomas clinicos en la cohorte de estudio

4.7.3.1.- Jos

El tiempo medio transcurrido entre el comienzo de la tos y la demanda de
estudio fue de 85,7 (D.5=48,9) dias en los casos positivos y de 109 (D.S=57) dias

en los sujetos con anticuerpos negativos.

En los sujetos con serologia positiva, la mediana de la demora en la peticion
estuvo en los dos meses, oscilando entre 4 dias y un afo. Las peticiones realizadas
con una evolucién de la tos inferior a un mes representaron el 43,1% (22 sujetos). De
estos 22 sujetos, catorce peticiones correspondieron a nifios con edades
comprendidas entre los cuatro y los catorce afos; ocho estudios pertenecieron al

grupo de 10 lactantes con evidencia seroldgica de pertussis.

En el 56,9% restante, el tiempo transcurrido desde el comienzo de la tos hasta
la demanda del estudio de B. perfussis fue superior a un mes. La mayoria de los
nifios, 25, llevaban entre los dos y seis meses de evolucion de la tos (figura 4.7.3).
Una posible explicacion de esta demora podria ser la sintomatologia atipica
producida por B. perfussis en los sujetos vacunados. En el 56,8% de las serologias
negativas, el tiempo de evolucidn de la tos, previo al andlisis, fue inferior a un mes;

en 9 (8,1%) de los 111 sujetos fue superior a un ano.
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El predominio nocturno de la tos se observd en el 37,2% y 49,1% de las
serologias positivas y negativas, respectivamente. No se detectd ninguna asociacién
entre el resultado seroldgico y el predominio nocturno de la tos [Chi2 =0,68; P =0,41

(Mantel-Haenszel); Odds ratio = 0,75 (Cornfield al 98%: 0,36-1,56}].

La sensacion de picor de garganta fue respondida afirmativamente en el 50%
de los sujetos seropositivos con capacidad para contestar a esta pregunta, y en el
72,4% de los seronegativos [Chi2 = 0,44; P = 0,51 (Mantel-Haenszek); Odds ratio

= 1,38 (Cornfield al 95%.: 0,48-3,99)(tabla 4.39)

4.7.3.2.- Vdbmitos

No fue posible demostrar asociacidon entre los vémitos y la serologia de
pertussis. Los vémitos estuvieron presentes en el 37,2% de las serologias positivas
frente al 43,2% de los sujetos con serologia negativa [Chi2 =0,05; P =0,82
(correccidon de Mantel-Haenszel); Cdds ratio = 1,08 (Cornfield al 95% : 0,52-

2,22].(tabla 4.41)

4.7.3.3.- Petequias

Se pudo observar una tendencia a la asociacién entre la evidencia seroldgica

de pertussis y la presencia de petequias. Los estadisticos encontrados fueron:
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Odds ratio 2,43 (0,81-7,26).
Riesgo relativo 1,71 (Taylor al 95% : 1,01 - 2,91).

Chi2z = 3,2; P = 0,074 (Mantel-Haenszel).

Estas estuvieron presente en el 21,4% de los sujetos, predominantemente

lactantes, localizandose en cara y tronco (tabla 4.41).

4.7.3.4.- Estudio hematoldgico/bioguimico

Los recuentos leucocitarios no fueron estadisticamente diferentes entre los
sujetos con serologia positiva o negativa. Por el contrario, el recuento linfocitario fue
mas importante en los sujetos con serologia positiva, siendo estadisticamente
diferente a los sujetos con serologia negativa. Con respecto a los eosindfilos, se
observd justamente lo contrario. Esta poblacién leucocitaria fue mas importante en

los sujetos con serologia negativa (tabla 4.41):

Serologia +: 10,310 (D.S. 1910) linfocitos/mm?.
Serclogia -: 8,006 (D.S. 2158) linfocitos/mm®.

t =312, P = 0,003, p < 0,001.

Serologia +: 138 (D.S. 94) eosindfilos/mm®.
Serologia -: 434 (D.S. 151) eosindfilos/mm®,

t = 5,30; P = 0,000; p < 0,001.
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No se observaron hipoglucemias en ninguno de los especimenes remitidos

para el estudio de tosferina. La glucemia media en |os sujetos con serologia positiva

fue de 94,5 (D.S. 28) mg/dL y de 104 (D.S. 33,7) mg/DI. en los sujetos seronegativos.

No se pudo objetivar ninguna diferencia estadisticamente significativa (tabla 4.41).

Tabla 4.41. Caracteristicas clinicas de la cohorte con diagndstico clinico de pertussis.

Linfocitos/mm,,
Eosinéfilos/mm?®

Glucemia mg/dL

10310 (Er.St. 270)

138 (Er.St. 13)°
94,5 (Er.St. 4)

Seropositivos Seronegativos
Mujeres 47% 46,8%
Varones 53% 53,2%
Dias/peticion 85,7 (D.S. 48,9) 109 (D.S. 57)
Tos nocturna 37,2% 441%
Picor garganta 50% 72,4%
Vémitos 45,1% 43,2%
Petequias 17,6% 8,1%
Leucocitos/mm?® 16422 (Er.St. 264) 15242 (Er.St. 470)

8006 (Er.St. 205)°
434 (Er.St. 14)°
104 (Er.St. 3.5)

*p < 0.001.

4.7.3.5.- Estudio bagteriolégico

Cuatro cultivos fueron positivos en los 162 sujetos remitidos para estudio, o

que representa un porcentaje de aislamiento del 2,5%. Sobre los 51 sujetos

seropositivos, estos cuatro aislamientos representan el 7,7%, siendo todas las
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especies aisladas identificadas como B. perfussis. Los cuatro cultivos positivos
pertenecieron a: un lactante de tres meses, otro de cuatro meses, una nifa de siete
anos y otra nifia de diez anos. En el lactante de cuatro meses (con una dosis de

vacuna), B. perfussis tardé en crecer once dias.

Estos ninos tenian en comun el escaso tiempo transcurrido entre ef comienzo
de la tos y la sclicitud de estudio, de 4 a 10 dias, y el no estar sometidos a

tratamiento antibidtico.

En los ocho lactantes restantes, con evidencia serologica de tosferina, edades
comprendidas entre el mes y los siete meses y con un tiempo de evolucién de la tos
que oscilé entre los 3y 25 dias, no se logro aislar 8. pertussis. Seis de ellos estaban
tomando antibidticos cuando se solicitd el estudio desde, por lo menos, 48 horas
antes de la toma del cultivo nasofaringeo. A cuatro de ellos les dieron eritromicina,
otro ampicilina y el sexto estuvo tomando ampicilina y eritromicina antes de la
extraccién del espécimen nasofaringeo para cultive. En los dos restantes lactantes
no se pudo confirmar este punto y en uno de ellos, de siete meses de edad cuando

se demandd el estudio, la enfermedad lleva una evolucion de dos meses.

Treinta y nueve (95%) de los sujetos vacunados con criterio serologico de

tosferina estaban tomando antibidticos cuando acudiercn a ia consuita.
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Los antibidticos administrados fueron los siguientes:

- Amoxicilina en 20 sujetos (51%).

- Eritromicina en 8 sujetos {20,6%).

- Dos 0 mas antibidticos en 5 sujetos (12,8%).
- SXT en 4 sujetos (10,3%).

- Otros antibidticos en 2 sujetos (5,1%).

La deteccidon de B. pertussis en los portas preparados con especimenes
nasofaringeos por inmunofluorescencia directa fue negativa en todos los casos
estudiados. En uno de los casos con cultivo positivo, €l resultado fue dudoso debido
a la enorme dificultad en la identificacidén de la bacteria entre los multiples residuos
existentes (células epiteliales, filamentos mucosos, etc) en las preparaciones y a la

adsorcion inespecifica de la fluorescencia en alguncs de estos residuos.

4.7.3.6.- Estudios de anticuerpos en sujetos evidencia seroldqgica de tosferina

En los lactantes, el tiempo medio transcurrido entre el comienzo de los
sintomas y la aparicién del primer anticuerpo anti-5. periussis fue de 21 dias. En tres
de los diez lactantes seropositivos o con cultive positivo hubo necesidad de un
segundo espécimen para la demostracion de la respuesta humoral. En estos
lactantes, los especimenes de fase aguda se pidieron a los 3, 7 y 21 dias del
comienzo de la tos. En el 70% restante, el diagndstico seroldgico se realizd en la

primera muestra remitida.
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Los anticuerpos producidos por los lactantes pertenecian a los tres isotipos.
Una respuesta humoral del isotipo IgG se vio en el 90%; la IgM se detectd en el 80%

y la IgA en el 40% de los lactantes.

Dos lactantes, de 3 y 4 meses de edad, seropositivos para 1gG (1/320-1/640)
e IgM (1/80) y en los que se obtuvieron varios especimenes hasta los seis y ocho
meses de edad, respectivamente, no se observo ninguna respuesta humoral a las

distintas dosis de vacunas.

En lo referente a los nifos vacunados seropositivos, en ninguno de ellos se
necesitd dos especimenes para establecer un serodiagndstico de pertussis. Se
observo una respuesta de IgG en el 70,7% de los nifios, IgM en el 48,8% e IgA en
26,8%. En una nifa de siete afios, con una evolucion de la enfermedad de 4 dias,
cultivo positivo e inmediato comienzo del tratamiento con eritromicina no hubo

respuesta de anticuerpos contra 8. periussis.

No se detectaron anticuerpos sugerentes de pertussis hasta pasados 21 dias
del comienzo de la tos. Pasados estos dias, aunque se pueden encontrar anticuerpos
de los isotipes 1gG e IgA, los anticuerpos del isotipo IgM son los que se observan a

titulos mas altos (tabla 4.42) y en mayor porcentaje (67%) (tabla 4.43).

Los anticuerpos IgM se empiezan a detectar a partir de la tercera semana del
comienzo de la tos, alcanzan sus titulos mas altos entre el mes y los tres meses, no

detectandose mas alld de los siete meses. Su periodo de utilidad diagndstica se
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extiende desde las tres semanas hasta los seis meses. Después, Unicamente se

detectaran en el 10% de los especimenes (tablas 4.42, 4.43).

El isotipo |gA comienza a detectarse al mes de evolucion de la tos, alcanza su
pico entre el mes y los cinco meses, y se negativiza a los ocho meses. Su utilidad
diagnostica va desde el primer mes hasta los cinco meses del comienzo de la tos,
negativizandose después en el 80% de los sujetos. Es el isotipo que presenta la

respuesta mas deébil al estimulo antigénico de B. perfussis (tablas 4.42, 4.43).

Los anticuerpos IgG pueden estar presentes junto con los anticuerpos del
isotipo IgM, alcanzan su cenit entre el primero y octave mes, descendiendo
lentamente. A los 24 meses del comienzo de la infeccion por B. pertfussis, estos
anticuerpos se encuentran todavia en el 57% de los sujetos a unos titulos que
pueden llegar hasta fa dilucion 1/320. Son los anticuerpos que se producen con
mayor intensidad, llegando a alcanzar titulos tan importantes como 1/2560 (tabla

4.42, 4.43).
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Tabla 4.42, Evolucidn del reciproco de la dilucién en los anticuerpos anti-5. pertussis

en sujetos con diagndstico seroldgico de pertussis.

Tiempo Titulo 1gG Titulo 1gA Titulo IgM

(meses) min.Mediana. Max min.Mediana. Max min.Mediana. Max
0-05 0 10 10 ©c 0 0 0 0 0

0.5 - 1 0 10 320 0 0 20 0 80 640
1.2 10 320 1280 0 0 640 0 80 60
2-3 80 320 1280 0 20 640 0 160 1280 .
3-4 80 640 2560 0 40 640 0 40 ':':.;'-éqo_. Lt
4-5 160 640 2560 0 40 320 o 40 180
5.6 160 320 1280 o o 10 o 10 80
6-7 80 320 1280 0 0 20 0O 0 40

7-8 80 320 1280 0 0 20 o 0 o

8-9 80 320 640 o 0 0 0o 0 O

12 80 320 640 o o0 o0 o 0o o

18 40 160 640 o 0 0 o 0 o0

24 0O 80 320 o 0 0 o 0 0
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Tabla 4.43. Evolucién de la prevalencia de anticuerpos en sujstos seropositivos.

Tiempo N¢ espe- IgG > 1/160 IgA > 1/10 igM > 1/40
(meses)  cimenes ne casos % ne casos % ne casos %
0-05 4 0 0 0 0 0 0

05 - 1 18 > 11 > 11 12 er
- 29 B s
2-3 16 12 75 8 50 10 62
3-4 19 13 68 8 . a2 6 82
4-5 20 12 60 8 40 7 35
5-6 11 7 64 2 18 3 27
6-7 21 13 62 2 10 2 10
7-8 10 6 60 2 20 0 0
8-9 17 11 65 0 0 0 0
9-12 17 11 65 0 0 0 0
12-18 13 7 54 o 0 0 0
18-24 7 4 57 0 0 0 0

4.7.3.7.- Deteccién de anticuerpos en saliva

Se detectaron anticuerpos en 40 (24,7%) salivas de los 162 sujetos remitidos

para estudio. De éstos, 23 resultados positivos pertenecieron a los sujetos con

criterio serolégico de pertussis, [0 que representa el 45% de los seropositivos; fas 17

salivas positivas restantes pertenecian a sujetos seronegativos, lo que equivale al

15,3% de éstos.
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Los isotipos encontrados fueron I1gG e IgA y con unos ftitulos que no
sobrepasaron la dilucidn 1/16. En los sujetos seronegativos, las diluciones
observadas oscilaron entre un medio y un octavo. En ningun caso se pudo evidenciar
una correlacion enire los anticuerpos en saliva y las concentraciones e isotipos
séricos. Por tanto, los titulos de anticuerpos encontrados en la saliva no parecen
aportar ninguna ayuda diagnéstica. Lo que si pudiera presentar cierto interés, es la
frecuencia de los hallazgos positivos en los sujetos seropositivos o a ausencia de

anticuerpos en la saliva de los sujetos sercnegativos:

- Odds ratio = 4,54 (Cornfield 95%: 2-10,39).
- Riesgo relativo = 2,51 (Taylor al 95% de 1,65-3,81);

- Chi2 (correccidn de Mantel-Haenszel) de 16,57;P=0,000047.

La utilidad diagnéstica de la deteccidn de anticuerpos en saliva parece residir
en su valor predictivo negativo. El 77% de los resultados negativos en saliva
perteneceran a sujetos sin evidencia serologica de tosferina. La calidad diagnostica

de los anticuerpos en saliva es la siguiente:

- Sensibilidad: 0,45.

- Especificidad: 0,85.

- Valor predictivo positivo: 0,57.
- Valor predictive negativo: 0,77.

- Eficacia diagnéstica: 0,72.
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E! isotipo IgA se pudo detectar en la saliva entre el mes y los tres meses de
evolucién de la tos. El isotipo IgG se observo desde el mes hasta los cinco meses

de la evolucion de la sintomatologia. No se ohservo ningun anticuerpo del isotipo

IgM.



5.- DISCUSION.
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Con la aparicion y utilizacion de la vacuna contra fa tosferina, a finales de fa
década de los cuarenta, se introdujeron profundos cambios en la presentacion clinica
y epidemiologia de esta enfermedad. Estos cambios epidemiologicos fueron muy
variables, incluso dentro de un mismo pais, dependiendo de mudltiples factores.
Algunos factores son conocidos como la edad de comienzo del calendario de
inmunizaciones, las pautas y numero de dosis de vacuna administradas para
considerar finalizada la inmunizacién contra la tosferina, la aceptacion social de la
vacuna, la compasicion de la misma (vacuna celular, adsorbida o no; acelular: uno,
dos o multiples componentes), eficacia de los distintos lotes de vacunas, tiempo
transcurrido desde la ultima dosis de vacuna, etc. Otros cambios epidemioldgicos
mas complejos son parcialmente explicados por la utilizacion de las vacunas, tales
como: los mecanismos de perpetuacion y transmision de la enfermedad (reservorios,
transmisores,); la aparicidn de brotes epidemicos con modelos estacionales distintos
y afectacion poblacional, incluso dentro de una misma nacion; edad y sexo de los
sujetos afectados; frecuencia de aparicidon de los ciclos epidémicos; etc.
(3,15,27,36,38,39,51,52,62,64,66,68-70,72,74-77 83,158,220, 222,259-263). Bien es
cierto, que parte de la complejidad de esta enfermedad esta originada por la
dificultad para efectuar un diagndstico clinico certero, por los diferentes criterios
utilizados para la aceptacion del diagndstico de pertussis e inctusién en los boletines
epidemiolégicos nacionales. En algunos paises, como Suecia € ltalia, se acepta la
informacién recogida de los padres para la inclusién de la enfermedad en los
registros epidemiolégicos (51,62,70,264). En ofros paises es suficiente el diagndstico
clinico para la inclusién de la enfermedad en los boletines epidemiologicos.

Diagnésticos clinicos basados, unas veces en el criterio personal del médico
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(70,74,265); aunque en la mayoria de las veces, el diagnéstico clinico esta basado
en la duracién de la tos, variando los requerimientos de esta duracidn segun los
autores u Organismos de Salud Nacionales o Internacionales entre los 7 dias (36,38),

14 dias (39,51,63), 21 dias (36,64,65), o mas de tres semanas (62,66,266).

En los dltimos afos estan emergiendo esfuerzos tendentes a la unificacién de
los criterios diagndsticos para la definicién del caso clinico de pertussis por parte del
CDC (81) y de la OMS {Miller E, Farrington EC, World Health Organization meeting
on pertussis case definitions, Geneva, Switzerland, January 10-11,1991, Citado en la
referencia 65), y a la clasificacidn de los casos clinicos en subclases: definitivo,
probable, posible, primario, co-primario, indice y secundario (61,36,64,265). Esta
tendencia a la aproximacidn de criterios para el diagnostico de pertussis es un
exponente del enorme problema existente para hacer un diagnédstico correcto de
tosferina basado, unicamente, en criterios clinicos. Problemas diagndsticos existentes
incluso desde antes del comienze de las campanas de vacunaciones, cuando el
cuadro clinico desencadenado por "Haemophilus pertussis'no estaba modificado por
los cambios epidemiolégicos introducidos por las inmunizaciones, o por el
tratamiento con antibidticos (35). Problemas de diagnédstico clinico incluso después
de intensas camparias sobre pertussis emitidas por la television para su difusion y
conocimiento (37), existiendo multiples referencias en la literatura que ahondan en
este punto (13,38,39). Esta dificultad no afecta, Unicamente, a los individuos
vacunados, pudiéndose ver incrementada en los recién nacidos y lactantes no
vacunados en donde pueden faltar fos sintomas clasicos de la pertussis, como la tos

y el estridor laringeo (11-13,30,31,40,47).
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5.1.- Seroprevalencia de anticuerpos anti- B . perfussis en recien nacidos v neonatos

La prevalencia y titulo de anticuerpos anti-B. pertussis, cedidos por la madre
a su recién nacido es una de las modificaciones epidemiolégicas de la pertussis

ocasionada con la introduccién de la vacuna y sus pautas de administracion (10).

La situacién humoral de recién nacido sera una expresion de la situacién
humoral de {a madre con respecto a 8. pertussis. Las madres con titulos altos de
anticuerpos del isotipo IgG cederan cantidades importantes de éstos a sus hijos. Las
madres con una inmunidad contra B. perfussis debilitada no podran ofrecer esta

proteccién a sus hijos.

En el Area Sanitaria 10 se detectd un 83,9% de las 112 sangres de corddn de
la cohorte de referencia con anticuerpos contra 8. periussis a unos titulos iguales o
ligeramente superiores a los encontrados en los especimenes de sus madres. Esta
cifra ya esta aportande informacién sobre el alto porcentaje de madres con
anticuerpos dirigidos contra 5. perfussis, lo cual solamente puede ser la
consecuencia de infeccion o infecciones recurrentes en estos adultos. Esta cifra
contrasta claramente con la prevalencia det 33% referida por algunos autores en los
recién nacidos de Estados Unidos (11,14,47,66,267). Esta diferente seroprevalencia
en los recién nacidos Unicamente puede ser debida (aparte de la variabilidad
metodologica empleada en la obtencion de estos datos) (15.27.39.76) a una distinta

prevalencia de anticuerpos en ambas poblaciones de mujeres en edad de procrear,
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como consecuencia de una situacion epidemiolégica distinta (pautas de vacunacién,

habitos socio-sanitarios, etc.) (268).

5.1.1.- Poder protector de los anticuerpos cedidos por la madre al hijo

La siguiente pregunta que se planted, fue sobre la duracidn de la proteccidn
que estos anticuerpos maternos proporcionaban a sus hijos. Con respecto a este
punto, existen opiniones opuestas. Bass niega la transferencia y, por tanto, la
proteccién de los anticuerpos maternos al recién nacido basandose en criterios
epidemiologicos comparativos con enfermedades viricas como el sarampién, la
rubéola, paperas y varicela (270). Sus argumentos se basaban en el aumento de
incidencia de tosferina que se ha producido en menores de un aho despues de la
introduccion de la vacuna, no observandose este incremento de incidencia en las
enfermedades viricas. Entre 1907 y 1922, solamente el 9,3% de los casos de tosferina
se producian en menores de un afo. Entre 1979 y 1987, el porcentaje de casos de
tosferina en menores de un afo de edad aumentd hasta el 46,5%, no
incrementandose las enfermedades viricas (270,271). George y Path (272) esgrimen
razonamientos similares en un estudio retrospectivo efectuado en Inglaterra entre
1977 y 1989. El 6% de los 251 casos de tosferina, bacterioldgicamente probados, se
produjeron en el primer mes de vida; el 19,9% en el primer trimestre y el 21,1% en

los lactantes entre los tres y los seis meses de vida.

En contra de la opinidn de estos autores se podria decir, en primer lugar, que

los mecanismos inmunitarics desencadenados en las infecciones bacterianas son
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distintos a los desencadenados en las infecciones viricas, tanto en la bases celulares
que los soportan, como en la duracion de la inmunidad (273). Por otro lado, con
estos datos lo que se puede inferir es que se ha producido un cambio
epidemioldgico en el pico de incidencia de la enfermedad. Antes de la introduccion
de la vacuna contra 8. pertussi/s, el maximo pico de incidencia de la enfermedad se
producia entre el afo y los seis o nueve afos (10,15,48,66,76, 270). Esto,
indirectamente, estaba indicando que los lactantes nacidos en la era pre-vacunai
estaban protegidos contra la enfermedad porque sus madres les debian transmitir
una importante concentracion de anticuerpos generados por infecciones naturales
con B. pertussis. Y como es sabido, las infecciones naturales aportan una inmunidad
mas duradera e intensa que la que se obtiene después de la vacunacidn (10,70,76).

Por tanto, no se puede negar la transmisién de anticuerpos a través de la placenta.

Otro tema distinto es la duracién de la capacidad protectora de dichos
anticuerpos. Tanto Bass (270,271) como George y Path (272) no estudiaron la vida
media de los anticuerpos cedidos por la madre a su hijo. Como se puede deducir de
los resultados expuestos en el apartado 4.2.4, los anticuerpos maternos cedidos van
a experimentar un catabolismo acelerado. A los quince dias de vida, los titulos de IgG
van a estar reducidos a menos de la cuarta parte de los que habia en el momento
del nacimiento. El lactante de un mes de edad tendra unos niveles de anticuerpos
anti-8. pertussis que estaran comprendidos entre el 10% y el 12,6% del titulo que
presento al nacer. Martin, en un estudio realizado en Suiza a finales de los 50, refiere
resultados semejantes (274). Savage y col., asumiendo una ecuacién de regresién

lineal, calcularon la vida media de los anticuerpos cedidos por la madre a su recién
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nacido en unas seis semanas (279). Si en este estudio también se hubiera elegido
una ecuacion de regresion lineal, la vida media de los anticuerpos cedidos por la
madre se estimaria en 38,2 dias con unos valores extremos entre los 14,3 dias y los
66,1 dias. Por tanto, en el estudio de la transmisidn o no de anticuerpos anti-5.
pertussis de la madre al hijo y la proteccién que estos anticuerpos suministran al
recién nacido habra que tener presente el titulo de anticuerpos en las madres de
£50S recién nacidos y la vida media que estos anticuerpos tienen en el neonato. Sin
estos datos, todas las discusiones que se hagan conduciran a unas conclusiones

erroneas.

La estimacidn de {a proteccidn de los anticuerpos maternos habré que basarla
en criterios clinicos o serodiagnésticos de pertussis. Todavia no se han podido
establecer uncs titulos y especificidades antigénicas de anticuerpos que posean
capacidad protectora contra la infeccion por B. pertussis (218,284,285). Los escasos
estudios por aglutinacion realizados después de la implantacion de la vacuna
confieren un pape! protector a los titulos superiores al 1/160 o 1/320 (266,286),
aunque no hay evidencia de que la aglutinacion mida directamente el factor o los
factores responsables de la produccién de la inmunidad. La produccion de
aglutininas es una de {as propiedades de la vacuna, que puede no estar relacionada
con la capacidad protectora conferida por las inmunizaciones (287). Los ensayos
serolégicos miden la respuesta de anticuerpos a la vacuna, permitiendo la
comparacion entre grupos en respuesta a distintas pautas o tipos de vacunas (288).

Resumiendo, es dificil valorar qué especificidades y qué concentraciones de
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anticuerpos proporcionan inmunidad contra la infeccidén y proteccién contra fa

enfermedad sintomatica.

En ninguno de los neonatos remitidos con sospecha clinica de tosferina, o
estudiados en la cohorte de referencia, se pudo realizar un diagnostico de pertussis
por el laboratorio, bacteriolégicamente o mediante serologia. Los primeros casos de

tosferina se empezaron a detectar a partir del mes de edad.

Farizo y col. (66), en Estados Unidos, reportan el 77% de los casos de
pertussis en menores de un afo. La mayor tasa de incidencia, dentro de los lactantes
menores de seis meses, se encontrd en los lactantes con una edad comprendida
entre el mes y los dos meses. Por tanto, parece ser que los neonatos estan
protegidos por los anticuerpos transferidos por sus madres. Esta corta proteccion
aportada por los anticuerpos maternos ha inducido a proponer a muchos autores la
necesidad de vacunar contra la tosferina en el tercer trimestre del embarazo para
alargar la proteccién de los anticuerpos maternos (30,66,274,275). Cohen y
Scandron, en 1943, no encontraron ningun caso de pertussis en lactantes nacidos
de madres inmunizadas entre 6 semanas y 2 meses antes del parto, pero si en los
neonatos nacidos de mujeres no inmunizadas durante el embarazo. Si las madres
poseian unos titulos altos de anticuerpos anti-B. pertussis, sus hijos iban a estar
protegidos contra la pertussis durante los seis primeros meses de vida (276). El
concepto de la proteccion pasiva del feto por anticuerpos transferidos por la madre
se remonta a 1879. En este ano Jenner describe la inmunidad conferida por las

mujeres vacunadas con el virus de la vacuna a sus recién nacidos durante los
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primeros dias de vida . Esta es una alternativa que se ha utilizado y se utiliza en
paises en vias de desarrollo para la proteccidon de los lactantes contra las infecciones
bacterianas, tales como pertussis, difteria, tétanos, meningitis, etc. Las embarazadas

son vacunadas entre las 34 y las 36 semanas de gestacion (275).

En paises con baja tasa de cobertura de vacunaciones (ltalia, Suecia) el riesgo
de adquirir una pertussis clinicamente reconocible es menor en el primer ano de vida.
Esto podria ser debido a la presencia de anticuerpos maternos protectores en los

lactantes o a la dificultad del diagnostico clinico en esta edad (48,70).

Asi pues, la opinidén mas generalizada es la que admite la transferencia de
proteccion contra la tosferina, aungue, eso si, con unas prevalencias y duracion
variables dependiendo de la situacién seroepidemioldgica de la zona. Los
anticuerpos cedidos transplacentariamente, naturalmente son del isotipo IgG, siendo
los titulos en el neonato iguales o ligeramente superiores a los titulos presentes en

la sangre materna (63,64,140,215,274,277-283).

Como resumen de este apartado se puede decir;

- Existe una transferencia de anticuerpos anti-B. perfussis de la madre al feto.
- Los recién nacidos presentan unas concentraciones de anticuerpos
ligeramente superiores a las que tienen sus madres.

- La prevalencia de anticuerpos anti-58. perfussis en la cohorte de referencia es

de un 83% en las madres y un 84% en los recién nacidos.
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- En el 16% de los neonatos del estudio no se detectaron anticuerpos, lo que
podria indicar una ausencia de proteccidén contra la pertussis.

- La vida media de estos anticuerpos es muy corta, ajustandose a una funcién
de tipo reciproco. Al mes de vida, los niveles de anticuerpos estaran al 11%
de los niveles en el nacimiento.

- Ninguno de los neonatos de este estudio tuvo evidencia seroldgica o
bacterioldgica de pertussis.

- El diagnéstico de pertussis mas precoz se hizo en lactantes de un mes de

vida.

5.2.- Edad de comienzo del calendario de inmunizaciones contra la tosferina

Determinar la fecha para el comienzo del calendario de inmunizaciones contra
la tosferina puede ser muy dificil, y de hecho no hay unas pautas aceptadas

universalmente,

Con los datos obtenidos en este estudio en lo referente al comportamiento de
los anticuerpos maternos, se puede plantear la posibilidad de comenzar las
inmunizaciones a partir del mes de vida, al menos en el 75,5% de los lactantes. No
parece oportuno comenzar las vacunaciones antes de este tiempo. Las
inmunizaciones a edades mas precoces pueden ocasionar una respuesta pobre
(incluso ausente) de anticuerpos en los neanatos y, sobre todo, en neonatos con
titulos altos de anticuerpos maternos. Estos anticuerpos podrian unirse a los

antigenos suministrados por la vacuna, neutralizarlos e impedir el reconocimiento de
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los mismos por el sistema inmunologico del lactante. (275,278-280). Ademas, las
inmunizaciones en los neonatos pueden ocasionar una paralisis inmunoldgica por la

inmadurez de su sistema inmunoldgico (267).

Las inmunizaciones comenzadas a partir del mes de vida producen respuestas
de anticuerpos aceptables (266), aunque se obtienen mejores respuestas en
lactantes mayores, con un sistema inmunoldgico mas desarrollado (266,274,278,288-
291). Por otro lado, aunque las reacciones adversas de la vacunacion son menos
severas en los lactantes mayores (3), no hay contraindicacion formal para empezar
a vacunar a partir del mes de vida {47,66,73,274,286,288)). Por tanto, habra que
llegar a un equilibrio entre la incidencia de tosferina, niveles de anticuerpos en la
poblacion diana, severidad de la enfermedad (sin olvidar que la mayor morbilidad
y mortalidad se produce en los menores de seis meses), para establecer la edad de
comienzo del calendario de vacunas, asi como los intervalos entre cada dosis

(66,278,291).

No obstante, la potencial susceptibilidad de los neonatos a contagiarse con
B. pertussis, ha creado en algunos necnatdlogos la inguietud de inmunizar & los
recién nacidos contra la tosferina antes de que abandonen la unidad de neonatologia

(292).
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5.2.1.- Pautas de inmunizaciones

Las recomendaciones para el comienzo del calendario vacunal varian de unos

paises a otros. Basicamente, se pueden agrupar en tres grandes esquemas:

A) Inmunizaciones en Estados Unidos y Canada. Consisten en cinco dosis de
vacunas con bacterias. Eil comienzo se realiza a los dos meses de vida,
administrandose tres dosis con un intervalo comprendido entre 4 y 8 semanas.
Con estas tres primeras dosis se considera finalizada la inmunizacion primaria,
recomendandose dos dosis mas de recuerdo (3). La cuarta dosis se
administrara a los doce meses de la tercera dosis, y la quinta dosis en la edad

preescolar (79).

B) Inmunizaciones en Europa. La vacuna estad constituida por bacterias. El
comienzo se suele realizar entre los dos y los tres meses de vida (62,293),
aungue en algunos paises como Dinamarca no se comienza el calendario de
inmunizaciones hasta los cinco meses de edad {294). El calendario de
vacunaciones o la inmunizacion primaria se considera completado cuando se
han administrado dos dosis mas con un intervalo de uno o dos meses, es
decir, despues de recibir tres dosis de vacuna. Un numero de dosis de vacuna
inferior a tres no produce proteccion (3,295). En Espaha se considera
completado el calendario cuando se inyecta la tercera dosis de vacuna a los
siete meses de edad (87). En algunos paises, se aflade una cuarta dosis de

recuerdo a los doce meses de la tercera inyeccion (294).
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C) Inmunizaciones con vacunas acelulares. Aunque existen seis fabricantes en
Japdén (265,295), practicamente sdélo se utilizan dos tipos. La constituida
fundamentalmente por Hemaglutinina filamentosa y escasa cantidad de Factor
Promotor de la Linfocitosis ( Takeda: 2 ug/ml de LPF, 8 ug/mi de FHA, 33 fl/mi
de toxoide diftérico, 5 fl/ml de toxoide tetanico y 200 ug/m! de alumina) (281),
o el tipo Biken con toxina pertussis dnicamente (78 upg/dosis) o combinada
con hemaglutinina filamentosas (PT 47 ug/dosis y FHA 93 ug/dosis)( 284). Los
otros cuatro tipos restantes tienen cantidades intermedias de estos dos
factores, mas aglutindgenos o/y otros antigenos como las proteinas exteriores
de membrana (265). Estos tipos de vacunas acelulares se estan utilizando
oficialmente en Japdn desde el otofio de 1981, encontrandose en evaluacién
en Suecia a consecuencia de haberse suprimido la vacunacion con bacterias

completas en 1979 (75).

Las pautas de inmunizacion con vacunas acelulares varian segun los paises
en donde se utilicen. En Japén se comienza la inmunizacién a los 18-24 meses de
edad, administrandose dos dosis con un intervalo de un mes. Una tercera dosis se

suele administrar a los doce meses de la segunda dosis (281,295).

En Diciembre de 1991, la US Foed and Drug Administration (FDA) autorizd la
primera vacuna triple acelular (Acel-imune) para administrar a los ninos como cuarta
y quinta dosis de recuerdo (296). En Febrero del 92, otra vacuna triple acelular ha

sido autorizada en Estados Unidos con la misma finalidad (Tripedia)(297-299).
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Independientemente de las pautas de administracion y del tipo de vacuna
empleada (celular o acelular}, la vacuna contra B. perfussis se suele administrar

conjuntamente con los toxoides tetanico y diftérico.

5.2.2.- Respuesta de anticuerpos a las distintas dosis de vacuna

La respuesta de anticuerpos a la vacuna se empieza a manifestar timidamente
al mes de la iniciacion del calendario de vacunaciones. El isotipo de respuesta
predominante es la IgG, escasa respuesta de anticuerpos IgM vy, practicamente, no
se detecta IgA. En esta dltima inmunoglobulina no se empezard a observar un
levisimo incremento hasta transcurrido dos meses de la primera dosis de_ vacuna.
Estos periodos de latencia en la respuesta de los diferentes isotipos se seguira
manteniendo con las siguientes inmunizaciones, variando la intensidad de la
respuesta de anticuerpos a las distintas dosis. Se necesitaran, al menos, dos dosis
de vacuna para poder observar una clara respuesta de anticuerpos. No parece que
las vacunas acelulares produzcan respuestas mas rapidas e intensas. Glode y col.
(300) y Tomoda y col.(301) , con vacuna acelular como dosis de recuerdo, detectan
la respuesta de anticuerpos al mes de la inoculaciéon. Los mismos periodos de
latencia e intensidad de respuesta por numero de dosis han sido descritos tanto con

vacunas bacterianas, como con vacunas acelulares (209,274,302)

La funcidon que mejor define la sintesis de anticuerpos en respuesta a las
distintas dosis de vacuna es una ecuacion de regresion lineal calculada entre los tres

y los doce meses de edad, momento en que los anticuerpos comienzan a descender.
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Los estimulos homogéneos y periddicos de las distintas dosis de vacuna
provocan una respuesta sostenida hasta después de cinco meses de haber finalizado
las vacunaciones. Baker y col.(263) con vacuna con bacterias completas refieren
resultados superponibles a los encontrados en este trabajo. Comienza a detectar
respuesta de anticuerpos del isotipo IgG a partir de la segunda dosis de vacuna,
mostrando los titulos de anticuerpos una respuesta lineal con respecto al tiempo

transcurrido de las inmunizaciones.

El principal anticuerpo producido en respuesta a las vacunas es del isctipo
IgG, llegando a alcanzar titulos del 1/1280. L.a méxima respuesta de este anticuerpo
se alcanzara a los diez meses de edad, es decir, tres meses después de la Ultima
dosis de vacuna, con un plateau comprendido entre los 9 y 13 meses de edad, o

entre los 2 y 6 meses después de la Ultima dosis.

Es conveniente resaltar la escasa o pobre respuesta que la vacuna provocd
en el 26,7% de los lactantes, no liegandose a alcanzar titulos superiores al 1/40. Esto
es un hecho constatado en la literatura, atribuyéndose a diversas causas. Una seria
a la existencia de anticuerpos anti-B. pertussis en los lactantes cuando se comenzé
el calendario de vacunaciones, al menos con las vacunas celulares (278,280). Savage
y col.{279) observaron este fendmeno en lactantes inmunizados con vacuna celular
y que tenfan unos niveles altos de anticuerpos maternos anti-toxina pertussis; esta
inhibicién de la respuesta no se observé en los lactantes inmunizados con la vacuna
acelular o cuando los anticuerpos previos a las inmunizaciones estaban dirigidos

contra la hemaglutinina filamentosa. Baraff y col.(278) refieren una escasa respuesta
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a la inmunizacion primaria en un 33% de lactantes que tenian unos titulos de

aglutininas superiores al 1/40.

Otra posible explicacién de la escasa respuesta de anticuerpos obtenida en
este 26,7% de los nifos pudiera ser el contenido antigénico de la vacuna (282) o a

la existencia de lactantes buenos y malos respondedores a las vacunas (285).

5.2.3.- Tipo de anticuerpos producidos en respuesta g las vacunaciones

Existe acuerdo unanime en que la respuesta principal de anticuerpos al
calendaric de vacunaciones es fundamentalmente del isotipo IgG,
independientemente del tipo de vacuna utlizada, celular o acelular

(209,263,278,281,303-305).

La vacuna provocd una respuesta pobre de anticuerpos de los isotipos IgA e
IgM en el 19,2% (12,8% a 22,4%) y 29,9% (26% a 33,8%) de los lactantes del grupo
de referencia, respectivamente (intervalo de confianza del 95% y poder de contraste
del 91,8%). Es cierto, que estas respuestas son poco impoertantes, y por supuesto,
mucho menores que las encontradas después de la infeccion por B. pertussis, hecho
que resultard de gran utilidad a la hora de efectuar un diagnostico serolégico de
pertussis (50,129,174,177, 203,212,304,306-309). Utilizando enzimoinmunoensayos
especificos, Thomas y col. (63) encontraron anticuerpos del isotipo IgA dirigidos
contra los aglutindbgenos y hemaglutinina filamentosa en el 80% de los sueros

analizados después de recibir su tercera dosis de vacuna y, en menor proporcion,
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20%, contra la toxina pertussis. Baraff y col. (278) hallaron anticuerpos del isotipo IgM
dirigidos contra la toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa en respuesta a la
vacuna celular. Macaulay detecta una débil respuesta IgM que alcanzé su pico
maximo a las seis semanas de la tercera dosis (309). De todo ésto puede extraerse

unas conclusiones basicas:

- Las vacunas, celulares o acelulares, inducen una respuesta de anticuerpos
pertenecientes al isotipo 1gG, fundamentalmente.

- El porcentaje de deteccidén de los otros isotipos (IgA e IgM) dependerd de
la sensibilidad o punto de corte elegido en el estudio serologico. No obstante,
en lo que si existe un acuerdo casi unanime es en los bajos niveles
detectados de estos isotipos, cuando se producen en respuesta a la vacuna.
Este hecho serd de gran utlidad a la hora de hacer serodiagnéstico en

lactantes.

5.2.4.- Duracion de la respuesta de anticuerpos evocados por las vacunaciones

A los cinco meses de finalizada la inmunizacion primaria contra la pertussis,
se produce un marcado descenso de los anticuerpos IgG. En los nifios de 18 meses
de edad, la media geométrica de los anticuerpos IgG anti-5. pertussis representa el
6,6% de la media de anticuerpos encontrados en el pico maximo, a los doce meses
de edad. A partir de los 18 meses de edad, es decir, después de once meses de
finalizar el calendario de vacunacién, los niveles de anticuerpos descienden de forma

lenta y progresiva hasta los cinco afios de edad. Ei descenso se produce tantc en
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las prevalencias como en las concentraciones de todos los isotipos. Logicamente,
esta disminucion es mas marcada en el isotipo IgG. Otfros autores encuentran
resultados parecidos al estudiar la evolucidn de los titulos de anticuerpos producidos

por las vacunas con bacterias completas (73,267,274).

Una respuesta similar, también, ha sido observada en las inmunizaciones
llevadas a cabo con vacunas acelulares preparadas con factor promotor de la
linfocitos © toxina pertussis y hemaglutinina filamentosa (143,281,285,302). En las
vacunas acelulares preparadas solamente con toxoide pertussis este descenso fue
mas precoz, observandose a los 4 meses de finalizar la segunda dosis en los
voluntarios adultos que habian recibido sus inmunizaciones con vacunas celulares

durante su infancia (305).
Al igual que ocurria con los anticuerpos cedidos por la madre al nifo, la
funcidon que mejor define la evolucién de anticuerpos después de finalizar las

vacunaciones es, también, de tipo reciproco.

5.2.5.- Eficacia de la vacuna

Para poder efectuar una evaluacion de los riesgos y beneficios proporcionados
por las vacunaciones es importante estimar el impacto que sobre la salud tienen las

infecciones por B. pertussis.
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La medida de la eficacia de una vacuna requiere la comparacion de la
incidencia de la enfermedad en dos grupos igualmente expuestos al agente
infeccioso, estando los individuos de uno de los grupos vacunados. Aunque existen
varios metodos para la evaluacién de la eficacia de una vacuna (293}, el mas utilizado
consiste en estimar el porcentaje de reduccién de la mortalidad/morbilidad en los
individuos vacunados con respecto a sujetos similarmente expuestos y no vacunados

(38,216,217,310-313).

Estimar la eficacia de la vacuna contra la tosferina entrafia enormes
dificultades. Uno de los inconvenientes encontrado en paises como el nuestro (en
que la aceptacidon de los calendarios de inmunizaciones es muy importante,
excluyendo la poblacién marginal) (87), es que la poblacion esta vacunada. Por tanto,
no se pueden hacer estimaciones, aunque fueran aproximadas, de las tasas de
atague en sujetos no vacunados. Se podria utilizar para el calculo de la eficacia de
la vacuna, las tasas de ataque en los lactantes menores de tres meses, o las tasas
de ataque en los sujetos mayores de 25 afos {que no habrian podido recibir ninguna
dosis), pero ésto distorsionaria las estimaciones ya que la incidencia de la
enfermedad varia segun los grupos de edades. Por otro lado, en nuestros dias, no
seria ético realizar este tipa de estudio dejando un grupo de lactantes sin vacunar e
ir observando las tasas de ataque de tosferina a lo largo de su infancia. Una
excepcidn a este principio ético es la situacion actual planteada en Suecia a partir de
1979, cuando se suprimid ia obligatoriedad de vacunar contra la pertussis (75). En
estas condiciones si resulta ético y se han realizado y se estan realizando estudios

sobre la eficacia de las distintas vacunas acelulares, vacunando a un grupo de
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lactantes y dejando de vacunar a otro grupo de lactantes de la misma edad

(209,265).

Otro problema importante es la gran dificultad existente en la estimacion de
las tasas de ataque. Estas variaran ampliamente dependiendo de las premisas de
partida para la definicidn de caso de tosferina (15,217,225,265,293,312). La mayoria
de los estudios sobre la eficacia de la vacuna contra la pertussis no reconocen las
infecciones subclinicas, con lo que se sobrevalora la eficacia de la vacuna. Quiza
habria que distinguir dos tipos de eficacia en la valoracién de la proteccion conferida
por las vacunas: eficacia contra la enfermedad vy eficacia contra la infeccidon. Fine y
Clarkson (216) recomiendan estudiar la eficacia de la vacuna no en términos de

proteccion contra la enfermedad, sino en términos de proteccién contra la infeccion.

Las tasas de atague seran muy bajas si Gnicamente se admite el diagnéstico
bacterioldgico, supravalorandose la eficacia de la vacuna. Lo contrario puede ocurrir
si se acepta el diagndstico clinico, mas o menos exigente, para la aceptacién de
caso de pertussis. En la mayoria de los casos clinicamente estudiados puede
haberse utilizado una definicién de caso no muy especifica, particularmente en

periodos con baja incidencia de la enfermedad (311).

Otra variable a tener en cuenta en la valoracion de la eficacia de una vacuna
es la heterogeneidad de los distintos preparados. La eficacia de una vacuna variara
en funcién del contenido antigénico de la cepa o cepas de B. pertussis utilizadas en

su fabricacion, asi como en la forma de preparacién de la vacuna, adsorbida o no
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(265,289). Preston considera esencial la presencia del aglutindgeno tipo tres en las

cepas utilizadas para ia obtencién de una proteccion eficiente contra la enfermedad

(289).

Como se puede desprender de estos breves comentarios, la valoracion de la
eficacia de una vacuna es muy subjetiva y variable dependiendo de los criterios
manejados para la aceptacion de la definicion de caso, no existiendo un criterio Unico

para su valoracién, tanto con las vacunas celulares como con las acelulares (65).

La utilizacién del criterio serologico obvia las desventajas de las dificultades
existentes en el aislamiento de la bacteria en los sujetos vacunados {46,314,315) y
en fa definicion de pertussis para la aceptacion del diagndstico clinico (284). Aunque
no hay que olvidar que todavia no se ha podido relacionar unas concentraciones de
anticuerpos con la proteccion contra la enfermedad (por lo que niveles mayores de
anticuerpos en respuesta a la vacuna no son sinénimos de mayor eficacia de la
mismay) (128, 303), el diagndstico seroldgico presenta la ventaja de detectar tanto las
infecciones clinicas, como las subclinicas o asintomaticas, y de estimar la eficacia de
la vacuna en funcién del tiempo transcurrido desde la finalizacion del calendario de
vacunaciones, mediante cortes transversales por grupos de edades. Esta estimacion
se acercara mas a la realidad de la eficacia de la vacuna, que una estimacion global
realizada sobre amplios grupos de edades, en donde se encuentran englobados los
ninos que han finalizado su calendario de vacunaciones hace unos meses, con ninos
mayores que han finalizado su calendario hace ya varios anos y en donde,

logicamente, los titulos de anticuerpos habran descendido y la eficacia de la vacuna
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sera menor, Estos estudios transversales presentan el inconveniente de no poder
tener en cuenta la posibilidad de infeccicnes previas. Los estudios longitudinales
obvian parte de estos problemas, maxime si estan realizados por un Unico autor,
pero tienen que asumir la inexistencia de cambios en la poblacion durante el periodo
de estudio, ademas de la enorme dificultad que entrafia el desarrollo de un estudio

de este tipo.

En el estudio desarrollado en el Area 10, no se detectd ningun casoc con
criterio serolégico de tosferina en los niNncs menores de tres afos integrantes de la
cohorte de referencia. Asi pues, podemos estimar una eficacia de la vacuna contra
la infeccion del 100% hasta los 29 meses, aproximadamente, de finalizar el calendario
de inmunizaciones. A partir de los tres afos de edad comienzan a detectarse nifios
con serologias compatibles con infecciones por B. pertussis (tabla 4.36), lo que hace
descender, la eficacia de la vacuna hasta un 74,5%-88,5% en los niflos de tres anos
de edad. Al afio siguiente la proteccion conferida por las vacunaciones disminuira,
encontrandose nuevos casos de pertussis. A los cuatro afos de la finalizacién del
calendario de vacunaciones, la eficacia de la vacuna oscilara entre 62,9% y el 73,5%.
Estas cifras son similares a las referidas en distintos estudios, como el de Palmer
(293) (basado en criterios clinicos e incluyendo todos los casos clasificados como
definitivo, probable y posible) en nifos entre uno y seis anos, vacunados con
bacterias completas, o los estudios llevados a cabo por otros autores u organismos
oficiales (11,17,18,23,27,32,64, 68,76,216,217,224 227,287,288, 313,315-317). Cifras
mas bajas de &ficacia en la vacuna contra la tosferina también han sido comunicadas

utilizando distintos criterios de definicion de caso (38,73,265).
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En el grupo de nifios con edades comprendidas entre los cinco y los diez
ancs, la eficacia de la vacuna se encuentra entre el 43,7% y el 51,7%. A los 15 anos,
la eficacia de la vacuna estard entre un 38,2% y un 44,6%. Basicamente, estas
estimaciones no difieren de las realizadas por Jenkinson en Inglaterra entre 1977 y
1987 en sujetos que habian recibido cuatro dosis de vacuna celular completa junto
a los toxoides tetanicos y diftéricos, estratificando los nifios por grupos de edades
y utilizando el diagndstico clinico para definir el caso (224). Granstrom y col. (48)
senalan que, con el esquema de inmunizaciones de tres dosis de DTP en lactantes
y sin la dosis de recuerdo a los doce meses de la tercera dosis (como en un
principio se hacia en Suecia y actualmente en Inglaterra), no se aporta una

proteccidon sustancial contra la enfermedad mas alla de los ocho afnos de edad.

Por ultimo, recordar que la inmunidad conferida por la vacuna es de una
duracién mas corta que la producida por la infeccion, asi como gue la vacuna es mas
eficaz protegiendo contra la severidad de la enfermedad que contra ia infeccion
(3,24,38,40, 75,76,216,217,319). Esto hay que tenerlo presente a la hora de plantear
estrategias contra la tosferina. La eficacia de la vacuna en la mayoria de los articulos
viene expresada en términos de proteccion contra la enfermedad, mas que contra la
infeccidn. Por tanto, controla la enfermedad pero no la erradicacion de la infeccién.
Si la meta de la vacunacion es reducir la morbilidad, lo que se necesita es una
vacuna eficaz para prevenir la enfermedad. Si se quiere evitar la transmision y
,posteriormente, erradicar la enfermedad, se tendria que considerar la eficacia de la

vacuna en términos de proteccion contra la infeccion.
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5.2.6.- Reacciones adversas de las vacunas con bacterias completas

La vacuna triple (DTP) con B. pertussis es efectiva para la prevencién, al
menos, de la enfermedad, durante un periodo de tiempo limitado. El inconveniente
que tiene la vacuna con bacterias es la dificultad en conseguir un proceso de
fabricacion uniforme, pudiendo contener cantidades variables de impurezas que no
han podido separarse eficazmente de los componente inmunogénicos (320),
adyuvantes, asi como cantidades variables de los antigenos diferentes de £
pertussis. De ellos, unos pocos son necesarios para la proteccidon y muchos otros
son téxicos y responsables de los efectos indeseables, como los lipopolisacaridos
(284). Por tanto, no hay base cientifica, antes del uso de la vacuna, para valorar la

actividad y seguridad de fa misma (320).

No obstante, las preocupaciones nacidas por las reacciones indeseables
observadas y asociadas con la vacuna (321-325), asi como el incremento de las
demandas judiciales solicitando indemnizaciones (326-328) han originado la
bisqueda de vacunas menos reactogénicas y compuestas por los antigenos

necesarios para proteger contra la enfermedad.

La reaccién adversa mas preocupante y generadora del mayor nimero de
acciones judiciales fue el dafo cerebral (329,330). Hubo gran controversia en la
literatura sobre el papel desempefado por la vacuna en la produccion de
encefalopatia. Algunos autores consideran que se produce déficit neurologico

permanente en 1 de cada 310.000 dosis de vacuna (329-333). Pittman (9,135)
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atribuye la alteracion neurolégica , posiblemente, a la hipoglucemia causada por fa
toxina pertussis. Sin embargo, esta hipdtesis parece ajustarse mas a modelos de
animales (ratdn), pero no se ha podido demostrar en humanos (334). Las
hipoglucemias que se vieron en los anos 40 se pueden atribuir a las bajas
condiciones sociales y no a la accidon de la toxina pertussis. La mayoria de los
estudios realizados al respecto no pueden demostrar una relacidn causal entre

vacunacion y dano neurolégico permanente (287,323,335-342).

Las reacciones adversas de |la vacuna estan mas estrechamente relacionadas
con la edad del lactante en el momento de la inmunizacién que con el niumero de
dosis de vacuna (3,343). Barkin y col.(280), reduciendo las dosis de las vacunas a
la mitad, encontraron la misma respuesta de anticuerpos pero con menos efectos

secundarios.

Las reacciones adversas mas frecuentes de la vacuna con bacterias completas
son dolor local (92%), irritabilidad (77%), scmnolencia (54%), llanto (38%) y fiebre
superior a 38°C (31%)(154). Las convulsiones son mas frecuentes en lactantes con
predisposicion a presentar convulsiones febriles. El 6% de las convulsiones febriles
ocurren asociadas a la vacuna, produciéndose entre el tercero y séptimo dia después
de la vacunacion (336). Cody y col.(322) y Blumberg y col. (334) refieren una
convulsién por cada 1750 dosis de vacuna; la misma frecuencia encuentran para ia
hipotonia e hiporreflexia. Con la excepcién de la endotoxina, no se pueden atribuir

las reacciones adversas de la vacuna a ninguno de los otros factores elaborados por



Discusion Pdgina 218

B. periussis (334). Las reacciones locales suelen alcanzar su pico maximo a las seis

horas después de la dosis, las reacciones sistémicas lo alcanzan a las 24 horas (344)

5.3.- Vacunas acelulares

El origen de las vacunas acelulares se encuentra en Japon. En este pais, se
empezaron las vacunaciones con bacterias en 1947 con una aceptacion social dei
80%. En 1975, el porcentaje de vacunaciones cayo al 20% como consecuencia de
los efectos indeseables de esta vacuna, retrasandose el comienzo del calendario de
inmunizaciones, de los tres meses, a los dos afos. En 1981, la vacuna acelular
reemplazé a la vacuna con bacterias completas, no modificandose la edad de

comienzo de las inmunizaciones (74,265).

La ausencia de informacién sobre los antigenos necesarios de B. perfussis
para proteger contra la enfermedad ha dado lugar a la aparicién de varios tipos de
vacunas acelulares (300), todas ellas menos reactogénicas que las vacunas
constituidas por bacterias (143,267,295,298,300,322,344-6). Existe una practica
unanimidad de criterios en lo referente a la inclusion de la Toxina Pertussis y
Hemaglutinina Filamentosa en la composicidn de la vacuna acelular (344). Las
vacunas con un solo componente suelen ser menos eficaces (65,128). No obstante,
como no se conoce todavia qué componentes de la vacuna, ni qué niveles de
anticuerpos son necesarios para proteger contra la infeccién (338), se recomienda
la inclusidon de otfros antigenos bacterianos en la elaboracidn de las vacunas

acelulares, tales como el pertactin, antigenos fimbriales, etc (63,128,211,263,303,336).
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Una excepcion a esta linea de pensamienio se encuentra en Robbins y
col.{(295), que al atribuir todo el poder patogénico de la enfermedad a la toxina
pertussis, preconizan la exclusiva utilizacion de esta sustancia en la vacuna acelular,
puesto que la adicién de otros antigenos ne proporcionaria mayor eficacia y si puede
originar mayores reacciones adversas y/o mas intensas. Cherry (336) no atribuye el
poder patogénico de B. pertussis a la toxina pertussis, exclusivamente. Basa su
razonamiento en que la vacuna bacteriana produce pocos anticuerpos anti-toxina
pertussis y sin embargo es eficaz protegiendo contra la enfermedad. Lo mismo se
puede decir de otras vacunas acelulares productoras de escasos anticuerpos anti-
hemaglutinina filamentosa. Todos estos datos en su conjunto sugieren que los
anticuerpos dirigidos contra otros antigenos de B. perfussis pueden ser importantes

en la proteccién contra la enfermedad, tales como el pertactin y los aglutinégenos.

Mientras que para algunos autores la eficacia de la vacuna acelular es
practicamente igual a la vacuna celular (284), para otros es superior, produciendo
respuestas de anticuerpos mas intensas (303), y para otros esta eficacia es inferior
(77,140,282,319,336). Glode y col.(300) y Lewis y col.(345), utilizando la vacuna
celular y la acelular como dosis de recuerdo, encuentran la misma respuesta de
anticuerpos contra la toxina pertussis, aglutininas y el pertactin. Generalmente, la
vacuna acelular (con gran contenido en toxina pertussis) provoca una mayor sintesis

de anticuerpos anti-toxina pertussis (281,344).

El que no esté claro si la inmunidad conferida por la vacuna acelular es

comparable a la producida por la vacuna celular ha influido para que, hasta la fecha,
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la administracién americana (FDA) haya aprobado el uso de las vacunas acelulares

Unicamente como dosis de recuerdo (296-298).

El estudio de la eficacia de las vacunas acelulares presenta las mismas
limitaciones que el estudio de eficacia de la vacuna bacteriana, con la Unica
excepcion de gue en las vacunas acelulares se sabe exactamente la composicion y
concentracién de sus antigenos. Asi pues, dependerd de los criterios seleccionados
para la definicion de caso, del tiempo transcurrido desde la ultima dosis, de la
composicién de la vacuna acelular, calendario de inmunizaciones, etc. Globalmente
y de forma resumida se puede decir que la eficacia de la vacuna acelular es similar

a la vacuna bacteriana, cercanas al 80% (65,143,265,319,347,348)

En lo referente a las reacciones adversas de las vacunas acelulares, parece
no existir la menor duda de la importante disminucidn en el porcentaje e intensidad
de los efectos indeseados: fiebre, dolor, llantos prolongados, interrupciones del
sueno, alteraciones del sistema nervioso, etc. Légicamente, la utilizacién de material
antigénico purificado en las vacunas acelulares excluye la presencia de impurezas
que pudieran encontrarse en las vacunas celulares (290,320,327-330,349). No
obstante, hay que prestar una especial atencién a la posible recuperacion de la
actividad toxica del toxoide pertussis en vacunas acelulares elaboradas por medios
quimicos (284,305,319). La recuperacién de la actividad tdxica podra dar lugar a las
mismas complicaciones severas asociadas con las vacunas celulares y atribuidas a
trazas de toxina pertussis activa (117). Estas complicaciones pueden obviarse

obteniendo la toxina pertussis de cultivos con B. perfussis mutadas y productoras de
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la subunidad S1 inmunolégicamente indistinguible de |a toxina pertussis original pero

un milldn de veces menos toxica (137,350,351)

5.4.- Valores de referencia

Una de las dificultades, que existe en la interpretacion de una prueba de
laboratorio, reside en definir una referencia dptima con la que poder efectuar la

comparacién de los resultados suministrados por la prueba.

En la produccion de los valores de referencia debera tenerse en cuenta (352):

12 Los criterios de salud que caracterizan a los individuos de referencia.

2° Los factores de variacion bioldgica que eventualmente pueden exigir la
estratificacion de la muestra de referencia, estimando los valores de referencia
por cada grupo.

32 Control riguroso y continuo de la calidad analitica utilizada.

4¢ | a aplicacién de métodos estadisticos apropiados en la obtencion de los

valores de referencia.

Particularizando en el tema que nos ocupa (la utilidad de la serologia en el
estudio de las infecciones causadas por B. pertussis), la primera dificultad se
encuentra (aparte de los problemas metodoldgicos) en tener la certeza de no estar

incluyendo sujetos con infecciones subclinicas (totalmente asintomaticos pero con
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respuesta humoral) en la cohorte de referencia. En este trabajo no se descartaron los
casos compatibles con serodiagndstico de pertussis para la obtencién de los rangos
de referencia porque estos representaban menos del 11% para la IgG y menos del
9% para los otros dos isotipos. La repercusion de la inclusion de estos casos
seroldgicos sobre los mas de 1.000 sujetos utilizados para obtener el rango fue
minima. Por otro lado, cuando se produce una infeccion, la respuesta de anticuerpos
suele ser importante, sobrepasando ampliamente el limite de la distribucién de
referencia. Asi pues, con los valores de referencia seleccionados se gana

especificidad sin perder sensibilidad.

Por ultimo, decir que los conceptos de sensibilidad y especificidad arriba
mencionados estan utilizados en un sentido generico y no diagnédstico. Los
conceptos de sensibilidad y especificidad diagnédstica, asi como, los valores
predictivos y eficacia diagndstica de una prueba necesitan del conocimiento certero
del estado de salud de los sujetos incluidos en cada cohorte (252). Debido a las
caracteristicas tan peculiares de las infecciones causadas por B. periussis, en la
actualidad carecemos de una prueba {(con una seguridad aceptable para la seleccién
de los sujetos) con la que poder comparar el rendimiento diagndstico de las pruebas

serolégicas. La prueba de referencia, el cultivo, posee una escasa sensibilidad,

5.5.- Prevalencia de anticuerpos anti- 8. pertussis en la cohorte de referencia

La prevalencia de anticuerpos anti-B. pertussis  variara ampliamente

dependiendo del grupo de edad considerado, del isotipo medido y de la dilucién
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inicial de la musestra. Partiendo de una dilucion inicial 1/10 y teniendo en cuenta
Unicamente el isotipo 1gG, cabe destacar la alta seroprevalencia en neonatos (83,9%),
reflejo de la seroprevalencia materna (83%) (204), que rapidamente va disminuyendo
para alcanzar su nadir en los lactantes de dos a tres meses de vida (18,3%). Con el
comienzo del calendario de vacunaciones se producira el incremento esperado de
la seroprevalencia del isotipo 1gG, estando presente en el 100% de los lactantes de
10 a 12 meses de edad. Después seis meses de haberse alcanzado el cenit de la
seroprevalencia, ésta disminuira hasta algo mas del 50% (55,2% - 58,9%)
continuando practicamente inalterable hasta el grupo de nifios con edades
comprendidas entre los cuatro y cinco afos, en donde solo se podra detectar
anticuerpos IgG anti-B. perfussis en el 36,7% de los sujetos. Estos datos son
similares a los hallados en la Encuesta Seroepidemioldgica en la Comunidad de
Madrid (87), llevada a cabo en 1988 y donde la metodologia utilizada fue un ELISA
con bacteria completa. La seroprevalencia global referida para el grupo de edad de
22 a 35 meses (55,6%) no difiere de la encontrada en este trabajo (57.1%), con
distinta metodologia y distinta procedencia de la muestra. Los autores que elaboraron
la Encuesta de la Comunidad de Madrid se planteaban una serie de preguntas,
algunas de las cuales seran comentadas en los apartados correspondientes de esta

discusién. Una de ellas, recogida en la pagina 114 dice textualmente;

‘La discrepancia encontrada entre el nivel de vacunacion frente a tos ferina
(97.1%) y la seropositividad (66.6%) no es faciimente explicable con los datos
disponibles en el estudio, si bien existen diversos factores, no excluyentes

entre si, que podrian al menos en parte, fustificaria:
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- Deficiente cumplimentacion de /1a cartifla de vacunacion.

- No se puede descartar del todo alguna posible implicacion técrica....

- Por ultimo queda por considerar la existencia de posibles problemas con la
polencia de la vacuna anti-Pertussis que en su momento fue aplicada a la
poblacion investigada. Debe tenerse en cuenta que esta vacuna presenta una
relacion potencia-eficacia muy ajustada, de forma tal que, a diferencia de otras
vacunas, una pequena pérdida en /la potencia afecta de forma importante a la
eficacia, ya de por si nunca superior al 80%. Por otro lado, la potencia no

puede aumentarse por el riesgo de aparicion de reacciones adversas.”

De lo referido en el apartado 5.2.4 (Duracién de la respuesta de anticuerpos
evocados por las vacunaciones) y 5.2.5 (Eficacia de la vacuna) de la discusion, no
parece que exista ningun problema con la vacuna de la pertussis que en su
momento fue aplicada. La caida de anticuerpos es rapida después de los cinco
meses de finalizar el calendario de vacunaciones, siendc este descenso muy
acusado en los primeros seis meses siguientes de haberse alcanzado el cenit de la
respuesta (12-18 meses). Por otro lade, como se vio en el apartado 5.2.5. (eficacia
de la vacuna) las vacunas bacterianas de pertussis parecen no producir una
inmunidad completa més alla de los dos © tres afos de su finalizacidn (287,353)..
Desgraciadamente, no se piensa que las vacunas acelulares estudiadas hasta ahora

vayan a mejorar esta eficacia.

El valle de la seroprevalencia de nifios con I1gG anti-B. perfussis se observa

entre los cuatro y cinco anos de edad. Se puede pensar que hasta esta edad los
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anticuerpos detectados son debidos a la inmunidad conferida por la vacuna, que se
ha ido desvaneciendo con el paso del tiempo desde la tltima dosis, aunque teniendo
en cuenta los otros isotipos como marcadores de infeccidon natural, ya a partir de los
tres afios de edad existe evidencia seroldgica de infeccién natural por B. pertussis
(tabla 4.36). Asi pues, entre los tres y cinco aflos comienzan a encontrarse ninos con
una inmunidad post-vacunal que se va debilitando y un pequenfo porcentaje de otros
ninos que ya estan infectandose con B. pertussis. Seria interesante realizar un
estudio longitudinal para investigar si este porcentaje (5,6% a 18,5%) de nifios de tres
a cinco afnos, con evidencia seroldgica de infecciones naturales, podria ser una parte
de esos lactantes que respondieron con una escasa respuesta de anticuerpos a la

inmunizacién primaria 27,2% (1.C.95%: 19,6%-34,8%).

Entre los cinco y diez afios de edad se produce un incremento de la
seroprevalencia como consecuencia de las infecciones naturales, que actlan como
dosis de recuerdo. La seroprevalencia de 1gG en este grupo de edad (47%) no difiere
de la referida en la Encuesta Seroepidemiclégica de la Comunidad de Madrid
(44,5%). Unicamente estos dos grupos de edades se pueden comparar por no
presentar la Encuesta de la Comunidad de Madrid datos sobre los dos grupos de
adultos estudiados. Pero con los dos grupos de niflos comparados y con unas
seroprevalencias practicamente iguales, se puede contestar al punto 11 de sus

recomendaciones. En este punto se dice:

11 Es necesario también realizar un estudio de las caracteristicas de /las

poblaciones que acuden a centros hospitalarios y centros de atencion
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primaria, en relacion con la poblacion general. Este estudio permititia conocer
cudl es /la poblacion idénea para /a realizacion de estudios

seroepidemioldgicos futuros.

Teniendo presente que el estudio de la Comunidad se realizd en Centros de
Atencién Primaria de la Comunidad de Madrid y que este estudio se realizé en
sujetos que acudieron al Centro Hospitalario del Area 10, se puede decir que no
parece existir diferencia seroldgica entre los dos tipos de poblaciones estudiadas, al

menos en o referente a la tosferina.

En el grupo de nifics entre los 10 y 15 afos se vuelve a encontrar otro valle
de seroprevalencia. Este segmento post-vacunal poblacional presenta el porcentaje
mas bajo de serologia compatible con una infeccidn por B. pertussis. Posiblemente,
en este intervalo de edad se hallan los nifios que han tenido una infeccién natural a
edades mas tempranas (cuando se desvanecio la inmunidad aportada por la vacuna)
y llegan a esta edad con una inmunidad activa contra la infeccion. Por tanto, no son
susceptibles a un nuevo estimulo antigenico que les provoque un incremento en los

niveles de anticuerpos.

A partir de los 15 afios de edad, la circulacion de B. perfussis entre los
adolescentes y adultos parece ser extremadamente importante, teniendo en cuenta
la alta seroprevalencia de anticuerpos (63,8% a 70,6%) en todos estos grupos de
edad (51). Aproximadamente, el 20% de los sujetos mayores de quince anos de la

cohorte control presentan una serologia compatible con una pertussis. Esto lleva a
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plantearse el papel jugado por los adolescentes y adultos como reservorio, y en la
propagacion y mantenimiento de las infecciones producidas por una de las bacterias
con mayor contagiosidad conocida hasta la actualidad {17,20,21,69) También seria
interesante estudiar la duracion de la inmunidad producida después de una infeccion
natural. Hasta hace pocos anos se decia que la inmunidad conferida por la infeccion
natural duraba toda la vida. Con los resultados obtenidos en este grupo de edad y
con un caso de tosferina reinfectado a los 24 meses y que se expondra mas
adelante, parece que la inmunidad humoral conferida por la infeccién natural, aunque
de mayor duracién que la provocada por las vacunas, puede empezar a
desvanecerse en un periodo relativamente corto de tiempo, a partir de los dos o tres

afnos de la anterior infeccidn natural (15,27,31,32,48,66,73,169,260).

5.5.1.- Papel de los adolescentes v adultos en la perpetuacién de la pertussis

Antes de la introduccidon de la vacuna en los paises desarrollados y
actualmente en los paises en vias de desarrollo, los lactantes y nifios pequefos
adquirian la tosferina de otros nifios (69). Después de la introduccion y generalizacion
de la vacuna, los lactantes y nihos susceptibles se contagian, en gran medida, a

través de un nifio mayor o adulto (11,22,26,29-32,34, 40, 64,69,77,158).

Los pediatras e internistas no se plantean la pertussis en el diagndstico
diferencial de nifos mayores © adultos con tos persistente (22,26,30,37),
posiblemente, por tener la creencia que la vacuna, y sobre todo la infeccidén natural,

aporta una inmunidad que dura toda la vida del individuo (3,27,71,127). Esta falta de
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reconocimiento constituye el mayor problema actual para intentar controlar la
propagacion de la enfermedad. Estos sujetos son, a menudo, diagnosticados de
procesos respiratorios virales de vias altas no recibiendo la suficiente atencidn

médica.

Desde la decada de los ochenta se esta detectando en los paises desarrollados un
incremento en la incidencia de tosferina entre los adultos y adolescentes
(34,66,70,71,75,119), sugiriéndose el importante papel gue éstos juegan como
reservorio y transmisores de la infeccion a los individuos susceptibles (8,11,15,23-
25,27,28,30-32,34,39,40,47,50-52,66,68,69,70,71,73, 78,82,123,127,
158,169,219,221,222,224,265,295, 305,336,338, 354,355). Este incremento de la
incidencia de infecciones por 8. pertussis en adolescentes y adultos pudiera estar
mediatizado, ademas, por un aumento del numero de las notificaciones al ser
reconocidos los casos atipicos de la enfermedad que se manifiesta en los sujetos
previamente inmunizados (30,34,229,356-358). Incluso asumiendo un incremento en
el numero de notificaciones de tosferina en los adultos (mas adelante se trata el
problema de la infranotificacion de los casos de pertussis) Bass y Stephenson (33),
en 1987, estimaron en 50.000.000 el numero de adultos en USA susceptibles a la
infeccion por B. pertussis. £l problema para estimar la verdadera incidencia de la
infeccion por B. pertussfs en nifos vacunados y adultos reside en la presentacidn
clinica atipica (11-13,30,31,35-40) y en la escasa sensibilidad del cultivo en este
segmento de la poblacién, incluso con una tosferina excelente desde el punto de

vista clinico y epidemiolégico (29,172).
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Utilizando la serclogia para el reconocimiento de las infecciones clinicas y
subclinicas, Robertson y col.(28) encontraron en Australia un 25,7% de los 218
adultos con tos superior a un mes de duracidn y con una serologia compatible con
pertussis. En la cohorte control estudiada en el Area 10 de Madrid, el porcentaje de
individuos mayores de 15 anos con serologia compatible de pertussis estuvo
comprendido entre el 15% y el 20,8%. Cifras similares han sido notificadas por otros
autores, con distintos programas de vacunaciones (tabla 5.1) (24,26,28,51,75). Asi
pues, se puede decir que en alrededor de un 15-20% de los adolescentes y adultos
de la poblacion estudiada se estan produciendo infecciones periédicas con una
bacteria que parece evocar una inmunidad natural temporal, manteniéndose
endémicamente entre la poblacién adulta y produciendo el cuadro clinico clasico

cuando anida en un lactante o sujeto no vacunado susceptible.

Parece ser que el hombre es el unico huésped natural conocido de 5.
pertussis (29,220). Sin embargo, los individuos asintomaticos portadores de
B.pertussis en sus vias respiratorias son escasos (menos del 2% de los cultivos
positivos) (50,51,73,114,169,172,220,260,313,359,360). La permanencia de la bacteria
en estos sujetos fue transitoria, no habiéndose documentado casos de portadores
cronicos (29,220,361). Locht y Keith han planteado la pasibilidad de otros reservorios

para B. pertussis (283).

No existe un acuerdo unanime en la necesidad o no de sintomatologia en el
portador para considerarlo contagiosc (25,27). Algunos autores no consideran

necesaria la presencia de sintomas clinicos para la transmision de la infeccion
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(64,174,216), mientras que otros consideran imprescindible la existencia de tos en el
sujeto infectado para que pueda propagar la bacteria (29,40,42,50,114,219,260). A
menudo, los casos considerados asintomaticos cuando se estudian cuidadosamente
demuestran una tos persistente (28,31,32,76,355,362,363). Otros autores van mas
lejos afirmando la necesidad de un cuadro clinico clasico de pertussis para la

difusién de la infeccién (219).

Como consecuencia del papel tan importante de los nifilos mayores,
adolescentes y adultos en la propagacién de la enfermedad, numerosos autores
recomiendan el usc periédico de vacunas en estos segmentos dée edad cuando se
demuestre la existencia de una vacuna acelular segura y eficaz_ (15,25-
27,265,283,338). El problema reside en el escaso conocimiento de la patogénesis de
la enfermedad y del papel que la respuesta inmunoldgica juega contra los distintos
componentes de la bacteria para prevenir su colonizacién y la enfermedad. Hasta la
actualidad no se ha podido establecer una correlacion entre el titulo de un anticuerpo
especifico contra alguno de los compenentes bacterianos y la proteccién contra la

enfermedad natural (319,348).

Algunos autores como Cherry y Bass admiten la posibilidad de la erradicacion
total de la tosferina con la utilizacion sistematica de la vacuna en adolescentes y
adultos (336,361). Aunque teniendo en cuenta la alta contagiosidad de la bacteria,
la clinica atipica o ausente evocada por la bacteria en vacunados, la dificultad
diagndstica, la corta proteccion obtenida con las vacunas actuales, etc, posiblemente

lo dnico que se pueda conseguir es el cambio de edad en la incidencia de la
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enfermedad, como el observado en paises con una gran tradicidon en las

inmunizaciones (19,76,215,283).

Tabla 5.1. Frecuencias estimadas de infecciones subclinicas en mayores de quince

anos.
Pais Tasa de Infecciones Referencias
vacunacion Subclinicas

Italia Baja 20,8% Giamanco (51).

Suecia Baja 14%. Zackrisson (264).
30% Isacson (62).
12%-19% Mark (49).

Finlandia Alta 22,6% Mertsola (174).

Australia Alta 26% Robertson (28)

Japén Alta 25% Aoyama (22).

USA Alta 20% Steketee (127},
11%-67% Long (304,218).
26% Mink (24).
29%-76% Addis (25)

Inglaterra Alta 20% Thomas (76).

Area 10 Alta 14,3-20,8% Tesis.
(1.C. 95%; 1-B. 95%)
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5.6.- Cohorte con scspecha clinica de pertussis

De los 162 sujetos remitidos con la sospecha clinica, en 51 (31,5%) se pudo
demostrar por el laboratorio un diagndstico compatible con la pertussis, en la
mayoria de los casos por la serologia. Este porcentaje no difiere del encontrado en
otros paises con indices bajos de vacunaciéon o incluso sin vacunacién, como
Alemania (36), Italia (51) o Suecia (48), en donde los casos con sospecha clinica de
tosferina presentaron una clinica no modificada por la vacunacién. En el estudio
realizado por Granstrom y col. (48) entre 1986 y 1987 sobre 300 pacientes con
sospecha clinica de tosferina, sin vacunaciones previas, excepto ocho, [En Suecia
se suspendio la vacunacidén en 1979 (75)], el médico aventurd un diagndstico de
pertussis en el 35% de los casos. Datos en este sentido son referidos por Heininger
y col.(38) en Alemania sobre una muestra de sujetos no vacunados. Esto indica la
enorme dificultad existente en la emision de un diagnostico clinico, maxime en nifios

vacunados que presentan una clinica atipica (13,38).

5.6.1.- Descripcion de la muestra

Algunas monografias sobre pertussis, Tratados de Medicina Interna y de
Enfermedades Infecciosas refieren una mayor incidencia de la enfermedad en las
ninas (3,9,10,14,364). En este estudio, al igual que en otros, no se pudo demostrar
una mayor incidencia de la enfermedad en las ninas (25 nifas y 26 ninos)
(48,63,64,127,159,227). Farizo y col. encontraron un predominio del sexo femenino

con tosferina en los adultos, entre los 20 y 29 anos, atribuyéndolo a que, en esta
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edad, hay un porcentaje mayor de muijeres trabajando con nifes, y por tanto mas en
contacto con ellos (guarderias, colegios, cuidadoras, etc) (66). Otros autores no
encuentran diferencia, o a lo sumo un ligero predominio del sexo femenino (52%)

pero sin que llegue a tener significacion estadistica (38,40,64,227).

5.6.2.- Distribucidn de las peticiones por grupos de edades

La mayor demanda de estudios de laboratorio para la confirmacion del
diagnostico de pertussis se hizo sobre el grupo de edad comprendido entre los cinco
y los diez anos 29.6% (48/162) y en los lactantes menores de seis meses 28,5%
{46/162). Esta demanda coincide con los picos de incidencia de tosferina esperada
en un pais con altas tasas de vacunacion (38,66,114, 168), demostrando la corta
proteccién conferida por la vacuna. En paises con bajas tasas de vacunaciones
contra la tosferina, la incidencia maxima de pertussis corresponde a los nifios con
edades comprendidas entre el ano y los cuatro anos, es decir, el mismo pico de
incidencia de la enfermedad que antes de la introduccién de la vacuna
(34,64,66,69,70,71,75,76,227). La minima demanda se hizo en lactantes vacunados,
mayores de seis meses, y nifos menores de tres anos (entre un 1,8% y 2,5%) (tabla

4.37)

5.6.3.- Eficacia del diagnéstico clinico de pertussis por edades

De los resultados expuestos en las tablas 4.38 se deduce que la maxima

eficacia diagndstica se obtuvo en los nifios mayores, entre los 5 y los 15 afios. Cerca
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del 50% de los casos remitidos para estudio seroldgico de pertussis fueron
confirmados. Parece ser que a estas edades los pediatras van a tener menos

dificultades en establecer un diagnostico diferencial.

No se puede decir lo mismo de los lactantes menores de seis meses, ni del
grupo de ninos con edades comprendidas entre los 3 y los cinco afies. En éstos, los
facultativos tuvieron mayor dificultad para emitir un diagnéstico de presuncion. La
sospecha clinica de pertussis pudo ser confirmada en el 20-25% de los casos
remitidos. En los lactantes y nifos pequefos, los datos epidemioldgicos tienen poco
valor diagnostico por la excesiva especulacidon que se hace del diagndstico de
pertussis (48). La sintomatologia atipica que pueden presentar estos lactantes o ninos
pequefios (15,70,168), la preocupacion y ansiedad de los padres y pediatras que les
incita a la intervencion inmediata, buscando una etiologia para el proceso (1), los
numeros agentes infecciosas, viricos en su mayoria, que provocan cuadros parecidos
a pertussis (1,11,13,47,49,158,159,172), etc. hacen que el porcentaje de
confirmaciones por el laboratorio del diagndstico clinica sea mas bajo que en los
ninos mayores, entre un 20 y un 25%. Los pediatras, en estos grupos de edades
(lactantes y ninos pequenos) suelen realizar fa sospecha de pertussis por la calidad
de la tos, sintoma con escasa especificidad (24,159, 363) sin esperar a que la tos
tenga una duracion superior a 7, 14, 21 o mas dias reqgueridos para aportar

especificidad al diagnéstico clinico, (11,38,39,61,64,65,128, 153,227,293,363).
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5.6.4.- Rendimiento diagnéstico de los sintomas

La frecuente ausencia de {a sintomatologia tipica de la tosferina (ataques de
tos paroxistica con estridor laringeo y/o vémitos post-tusivos) en neonatos vy
lactantes, asi como la sintomatologia atipica o atenuada de los nifos vacunados,
adolescentes y adultos hace extremadamente dificil e inexacto el diagnéstico de la

enfermedad (13,209).

El sintoma mas caracteristico, la tos, tiene algun valor diagnédstico en periodos
epidémicos por su duracién aungue no por sus caracteristicas (36,49,363). Pero
incluso la duracidén de la tos tiene una calidad diagnostica bastante discreta,
disminuyendo notablemente la especificidad con los aumentos de sensibilidad que
se originan al reducir el tiempo de evolucion de la tos. Patriarca y col, hallaron el
maximo rendimiento diagndstico a una tos con una duracién superior a los 14 dias
y en periodos de brote epidémico comprobados, con una sensibilidad del 84% y una
especificidad del 63%. La calidad diagndstica de la tos fuera de periodos epidémicos

es desconocida (65,363).

Otras caracteristicas de la tos como los paroxismos o la interrupcién del sueno
por los ataques de tos no mejoran el rendimiento diagndstico (363). Strebel y
col.(159) senalaron dos definiciones de caso con utilidad clinica diagnéstica
(Sensibilidad superior al 80% y especificidad superior al 50%) en lactantes y nifios

pequenos, no siendo aplicables a nifios mayores, adolescentes y adultos:
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12 Tos con una duracion superior a los 14 dias y acompanada de estridor
laringeo.
22 Tos con una duracidén superior a los 14 dias més linfocitosis superior a

10.000/mm?.

En nifos mayores, adolescentes y adultos, el espectro clinico es tan amplio
que la definicion mas especifica de caso sdlo identifica al 41% de los seropositivos

(365).

En la muestra remitida para el estudio de tosferina no se pudo demostrar una
diferencia en la duracién de la tos entre los que obtuvieron confirmacion diagndstica
por el laboratorio y los que fueron negativos. En ambos grupos, el tiempo
transcurrido desde el comienzo de la tos hasta la solicitud del estudio fue excesivo,
85,7 dias en los casos afirmativos frente a los 109 de los casos negativos. La
tardanza en pensar en la tosferina, no planteandose este diagnédstico hasta que otras
etiologias han sido descartadas, pone de manifiesto la errénea creencia de la rareza
de esta enfermedad en las personas vacunadas. En paises con indices casi nulos de
vacunaciones, como Suecia, estos tiempos son mas cortos con una media de 6-7

dias para los casos negativos y de siete para los positivos (48,366).

En los lactantes estos tiempos estuvieron muy acortados. Los casos
afirmativos tuvieron una duracién media de la tos de 15,2 dias entre el comienzo del

sintoma y la peticion del estudio del laboratorio. En los casos negativos este tiempo
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fue mas corto, de 12,05 dias. Menos de diez dias transcurrieron en el 69,2% de los
lactantes con resultado negativo. Esto demuestra la enorme preocupacion que estos
lactantes generan en sus pediatras, cuestionandose excesivamente este diagnostico
en los lactantes no vacunados o con el calendario de inmunizaciones primarias no
finalizado. Mertsola y col., en Finlandia con tasas altas de vacunaciones, reportan una
demora entre el comienzo de la tos y {a peticién al laboratorio de 38 = 39 dias para
nifos entre los dos y 15 afnos. La demora fue de tan solo 12 *+ 11 dias en nifos

menores de dos anos (40).

No se pudo analizar la calidad de la tos por ser imposible recoger este dato
por un unico observador, presentando mucha subjetividad en la recogida de la
encuesta. De cualquier modo, la caracteristica paroxistica de la tos parece carecer
de valor descriptivo necesario para el diagnostico (36). Sin embargo, una tos
persistente, que empeora por la noche, o después del ejercicio o de la exposicion

a bajas temperaturas, deberia levantar la sospecha de pertussis (40).

Tampoco se pudo demostrar un valor discriminante en la sensacion de picor
de gargantea en nifos mayores. El sintoma predominante de los nifos mayores y
adultos, cuando existe, seria una tos persistente y productiva inicialmente que
posteriormente se haria seca, remedando un proceso irritativo de vias altas (tos
espasmodica, ronguera, etc.) (18,24,27,28,30,31,40,47,51,127,172, 218,221,359),

siendo frecuentemente diagnosticados de proceso gripal o alérgico (40,265).
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Los vomitos inducidos por la tos tampoco pudieron demostrar una utilidad
diagndstica. Estuvieron presentes en el 37,2% de los casos afirmativos frente al
43,2% de los diagndsticos negativos de pertussis. Este sintoma era referido en la
mayoria de los lactantes y en la encuesta realizada a los padres era dificil precisar
hasta que punto era un vomito provocado por la tos 0 una pequena regurgitacion
posterior a la toma del biberdn. Algunos estudios refieren el vémito con una
frecuencia de alrededor del 80% en ninos frente al 7% de los adultos (22,63),
mientras que Granstrom y col. (48) lo refieren en el 17% de las pertussis y otros

autores lo describen con la misma frecuencia en los casos positivos y negativos (49).

En ninguno de los casos de pertussis confirmados por el laboratorio se pudo
observar una temperatura corporal superior a 37,5°C. La presencia de fiebre suele

indicar en la mayoria de los casos infecciones de otra etiologia, © una infeccion

sobreafnadida a una pertussis (36,51).

De los estudios hematologicos, la linfocitosis y eosinofilia presentan un Vvalor
diagnostico positive y negativo, respectivamente, estadisticamente significativo (t =
3,12). Los sujetos con serologia o cultivo positivo tuvieron un valor medio de
linfocitos de 10.310/mm® frente a los 8.006/mm°® de los casos negativos. La
linfocitosis, junto con la tos, parece ser un parametro sugerente de pertussis en nifios
(159,163). Aoyama y col. (22) sefhalaron la ausencia de linfocitosis en ninos
vacunados y adultos. En este estudio se observé linfocitosis en los nifios vacunados
con serologia compatible de tosferina. Una posible explicacién para esta discrepancia

pudiera residir en el tiempo de evolucidon de la enfermedad cuando se extrajo la
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sangre para el recuento celular. Mayor diferencia estadistica (t = 5.30) se observa
con los eosindfilos. La presencia de una cifra de eosindfilos superior a 330/mm?®

parece excluir el diagndstico de tosferina con un 95% de seguridad.

No se observd diferencia en las glucemias entre los casos positivos vy
negativos. E| papel de la toxina pertussis en la provocacion de hipoglucemia a través
de la estimulaciéon de los islotes pancreaticos fue vista por Pittman en ratones y en
ninos pequefios con unas condiciones sociales muy precarias. No se ha podido
demostrar hipoglucemia provocada por la toxina pertussis en estudios posteriores,

en donde se controld el estado nutritivo de los sujetos (3).

5.6.5.- Estacionalidad de la demanda de estudios de pertussis

La mayoria de las enfermedades infecciosas en los climas templados estén
fuertemente influenciadas por los modelos estacionales. Las infecciones trasmitidas
por aerosoles estan particularmente predispuestas a ciclos estacionales, con un
aumento de la incidencia durante la ultima parte del ano, al menos en los paises del
hemisferio norte, alcanzando el pico maximo en invierno o primavera, La pertussis
presenta una serie de particularidades, poco conocidas, que hace que la preferencia
estacional varie con el tiempo y con los lugares. Despues de la introduccion de la
vacuna contra la B. pertussis resulta mas dificil cbservar la aparicion periodica de los
brotes epidémicos cada 3 - 5 anos, asi como definir los meses ¢ estaciones del afio

donde la incidencia de pertussis es mayor (52,66,68,72,159,216, 295).
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Una revision de la literatura sobre este punto demuestra dos grandes patrones
estacionales, con escasas excepciones, sin gue se pueda explicar la causa
epidemiologica de estos patrones y no pudiendose descartar el sesgo introducido
por las notificaciones medicas. Hay que recordar que en la mayoria de los paises se
admite el criterio médico como Unico requisito para la aceptacién del caso de
tosferina. En Estados Unidos y Canada, la mayor incidencia de pertussis se registra
en los meses de verano/otorio (23,25,30,38,64, 66,69,127,159,220,363), aunque se
produzcan escasos brotes en otras estaciones (158,363). En Europa occidental, los
picos de maxima incidencia tienden a presentarse en las estaciones de otofio/

invierno (73,75,174,227,293).

Se realizd una revisidén de todos los Boletines Epidemiolégicos Semanales
editados por el Ministerio de Sanidad y Consumo entre Enero de 1987 y Octubre de
1992 (367), buscando la estacionalidad del mayor niumero de casos de tosferina
declarados en la Comunidad de Madrid. En 1987, el mayor numero de declaraciones
se hicieron entre la semana 1 con 109 casos y la semana 26 con 96 casos sobre un
total anual de 4.628 casos notificados. En 1988, las declaraciones fueron muy
similares a lo largo del afno (entre 40 y 60 casos, aproximadamente}, disminuyendo,
practicamente a la mitad entre las semanas 30 (32 casos) y la semana 37 (29 casos)
sobre un total de 2.442 casos declarados. En 1989, las notificaciones fueron mayores
entre las semanas 16 (151 casos) y 30 (93 casos) sobre un total anual de 4.338.
Durante los afios 1990, 1991 y 1992, las notificaciones anuales fueron bajas, entre
1.045 casos de 1991 y los 1510 casos a la semana 41 de 1992, sin que apenas se

puedan demostrar unos picos de declaraciones, a lo sumo, en 1992 se pudo
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observar un ligero incremente entre las semanas 21 (91 casos) y la 27 (62 casos).
Por lo tanto, el mayor nimero de notificaciones se realizaron entre la semana 1y la
semana 26-30. En verano, la incidencia de pertussis desciende, manteniendose baja
durante el segundo semestre. Este patrdn coincide con la demanda de estudios
realizados en la cohorte con diagnéstico clinico de presuncién de tosferina. De los
162 estudios demandados, 121 (74.7%) se hicieron en el primer semestre. Sin
embargo, el mayor numero de diagndsticos seroldgicos compatibles con una
pertussis se produjeron entre Septiembre y Abril, ambos inclusive. El 47% de los
casos positivos se obtuvieron entre los meses de Enero y Marzo, alinbos inclusive.

Un 29% se produjeron entre los meses de Octubre y Diciembre, ambos inclusive.

De todo ésto se puede deducir que los facultativos sospechan mas pertussis
durante el primer semestre, quiza en esta época del afo, los frecuentes procesos
infecciosos respiratorios de la primera mitad del semestre y los procesos alérgicos
de la primavera provoquen cuadros clinicos parecidos a una pertussis, de dificil

filiacién clinica sin la ayuda del laboratorio.

En Espafia disponemos de datos sobre tosferina desde 1982, afio en que la
enfermedad fue considerada de declaracién obligatoria (86). Con los datos obtenidos
a partir de los Boletines Epidemioldgicos y otros documentos editados por el
Ministerio de Sanidad y el Servicio Regional de Salud de la Comunidad de Madrid
(367-369) es dificil deducir los ciclos epidémicos producidos por la evolucién secular
de la tosferina (tabla 5.2). Se pueden observar un mayor nimero de declaraciones

en algunos anos (1982, 1985, 1986, 1987, 1989 a escala nacional), (1986, 1987, 1989
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en la Comunidad de Madrid), (1289 en el Area Sanitaria 10), pero sin que se pueda
definir una periodicidad, de 3 a 5 anos, en los picos de incidencia de la enfermedad,
cosa por otra parte légica en paises con alta tasa de vacunaciones como el nuestro
y en parte, por el caracter endémico que esta enfermedad parece presentar a partir
de este y otros estudios (38,51,70,220,222,336,338). La vacuna, al proteger contra
la enfermedad mas que contra la infeccidn, altera el cuadro tipico de la tosferina
haciéndola irreconocible y no impidiendo la infeccidn por esta bacteria altamente
contagiosa, lo que se refleja en la alta seroprevalencia encontrada. No se produce
el influjo necesario de sujetos susceptibles para la erupcién de un brote epidémico

(38,61,70,72,216,220,222).

Tabla 5.2. Casos notificados de tosferina en Espafa.

ANO NACIONAL C. MADRID AREA S.10 ESTUDIO: TOTAL POSITIVOS (%)
1982  50.463

1983  35.437

1984  35.928

1985  60.564

1986  55.846 9.562

1987  26.958 4.609 5

1988  14.506 2.445 61

1989  33.212 4.414 101 46 4 (87)
1990  10.075 1.355 44 19 10 (52,6)
1991  8.365 1.072 40 26 12 (46,1)
1992 1.510* 71 25 (35,2)

*Numeros de casos de Tosferina hasta la semana 41 de 1992.
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5.6.6.- Rendimiento_del diagndstico bacteriologico

Hasta que se alcance la practicabilidad en la metodeologia de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para 5. perfussis (182-187,370,371) , los dos unicos
métodos bacterioldgicos disponibles hasta la actualidad son el cultivo, considerado
el método de referencia, y la polémica fluorescencia directa sobre especimenes

nasofaringeos.

5.6.6.1.- Cultivo de B. pertussis

La meta analitica para el diagndstico de la tosferina es el aislamiento en los
especimenes nasofaringecs de una de las bacterias con mayores dificultades para
el crecimiento in vitro, B pertussis. Frecuentemente, todos los intentos de
aislamiento en casos clinicamente sospechosos de pertussis son infructuosos y
desalentadores. La bacteria necesita unas condiciones exigentes del medio y tiene
un crecimiento muy lento (113,120,217,228,372), ademds de los multiples factores
gue inciden negativamente sobre su aislamiento, tales como evolucion de la
enfermedad (48,50,76,120,168,295,373), tratamiento previo del sujeto con antibidticos
(38,46,116,120,3783), vacunaciones previas del sujeto
(46,120,199,209,217,228,315,373) etc, por lo que un resultado negativo no puede

excluir el diagnéstico (39,54,66,113,118,161, 168,172, 365).

Incluso antes de la introduccidn de la vacuna y de fa utilizacidn indiscriminada

de antibidticos, los porcentajes de aislamiento de 5. pertussis nunca fueron del
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100%. Durante la primera semana de la enfermedad, cuando todavia la tosferina es
indistinguible de un proceso catarral, el porcentaje de aislamientos estuvo alrededor
del 75%, disminuyendo progresivamente hasta la cuarta semana con un 5-32% de
cultivos positivos, (15,295,365). Asi pues, en la fase paroxistica de la enfermedad,
cuando el médico puede empezar a sospechar una pertussis, el porcentaje de
aislamientos sera muy bajo (48,50,168,295). Heininger y col. (36) refieren que el
mayor porcentaje de aislamientos (59%) o obtienen en especimenes recogidos antes
de las dos semanas de evolucion de la enfermedad y en sujetos no vacunados cuya
tos tuvo una duracion superior a las cuatro semanas. Sobre 3.629 muestras recibidas
en diez meses de sujetos con sospecha clinica de pertussis (solamente el 7,6%
vacunados) obtuvieron un 16,6% de cultivos positivos. En los sujetos vacunados el

porcentaje de aislamientos fue del 3,3%.

En la muestra remitida para el estudic de tosferina se aislo B. perfussis en
cuatro sujetos, lo que representa el 2 5% de los 162 pacientes enviados. Sobre los
51 sujetos con serologia positiva de pertussis, el porcentaje de cultivos positivos
represento el 7,7%. Los porcentajes de aislamientos reportados por otras serie varian
ampliamente, dependiendo de la edad de los sujetos, vacunaciones, casi siempre
referidos a brotes de pertussis, y sin tener en cuenta otras variables como demora
en la toma de muestra, antibidticos, (36,38,51,70) . En sujetos menores de 14 anos,
como los estudiados en esta muestra, los porcentajes de aislamientos oscilaron entre
el 0,45% reportado por Linnemann y col, sobre 1.102 sujetos (220) y el 67% de Biellik
y col. (69). Los porcentajes més altos se obtienen en los lactantes y nifios pequenos

no vacunados, variando los aislamientos inversamente con la edad del sujeto y con
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la evolucidn de la enfermedad, maxime si el sujeto esta vacunado, llegando a ser los
cultivos positives practicamente nulos en lecs adultos
(22,25,36,49,58,114,118,140,159,168,172,208,218,219,363, 365) sobre todo en zonas

donde B. pertussis es endémica (24,26,218).

De los cuatro cuitivos positivos, dos correspondieron a lactantes, de tres y
cuatro meses (el dltimo con una dosis de vacuna) y con una evolucion de la tos de
7 y 20 dias, respectivamente. Curiosamente en este lactante de cuatro meses y con
una dosis de vacuna, el crecimiento de 8. pertussistardd 11 dias en el primo-cultivo
y entre 5-6 dias en los 4 pases periédicos que se hicieron posteriormente, no
pudiéndose obtener un crecimiento a los tres dias de incubacidn de la resiembra, tal
como se observd con las otras tres B. pertfussis aisladas. Desgraciadamente, se
carecia de medios para efectuar un serotipo de las cepas aisladas por lo que no se
pudo demostrar si este retraso se debid al tipo de cepa 0 a la Unica dosis de vacuna
recibida. Hubo otros dos lactantes, de 5y 7 meses de edad, con dos y tres dosis de
vacuna respectivamente, sin tratamiento antibidtico previo, serologia sugerente de
pertussis y con cultivo negative. En estos dos dltimos lactantes, la enfermedad
llevaba 1y 2 meses de evolucidén cuando se les solicitd el estudio. Esta ampliamente
documentada la disminucién de los aislamiento de B perfussis en los sujetos
vacunados con respecto a los vacunados (120,199,209,217), pero en estos dos

lactantes se produjo un retraso importante en la realizacion del cultivo,

Considerando los diez lactantes incluidos en el estudio con serodiagnéstico

de pertussis positivo, el porcentaje de cultivos positivos aumenta a un 20%, cifra
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inferior a la encontrada en otros estudios (67%) (69) y que seguramente sea la
consecuencia del amplio uso de antibidticos que se realiza en nuestro medio, quiza
por la ansiedad que genera este segmento de poblacidn . Seis lactantes con cultivos
negativos y serodiagnéstico positivo estaban con tratamiento antibidtico, al menos
48 horas, cuando se les solicitd el estudio. Cuatro estaban tomando eritromicina, uno
estuvo tomando amoxicilina y eritromicina y el sexto amoxicilina. Es decir, el pediatra
se habia inclinado por un diagnéstico de pertussis en el 83,3% (5 de los 6 lactantes

con tratamiento antibidtico).

El tiempo transcurrido entre el comienzo de la sintomatologia y la peticién al
laboratorio oscild entre los 3 y los 25 dias, por tanto, en la mayoria de estos
lactantes, presumiblemente, estos resultados bacteriolégicos negativos son debidos
al uso de antibidticos previos a la toma del especimen nasofaringeo, que como es
sabido, inhiben el crecimiento de la bacteria (10,36,38,46,116,120,168), y en el caso
de la eritromicina, puede eliminar B pertussis de la nasofaringe en 48 horas

(21,46,66,121,123,124).

Los dos cultivos positivos que se obtuvieron en nifos mayores,
correspondieran a dos ninas de 7 y 10 anos, vacunadas. Ambas tenian en comun el
no estar tomando antibidticos y una evolucion de la tos entre 4 y 7 dias, es decir, en
la fase catarral de la enfermedad. Estos dos cultivos positivos representan el 4,6%
de aislamientos en nifios vacunados, menores de 14 afoes, con serodiagnostico de
pertussis. No hace falta insistir en el efecto negativo que la edad, antibidticos y las

vacunaciones tienen sobre el aislamiento de B. perfussis (38,46,116,120,199,209,217).
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Pero lo que si parece interesante es mostrar el amplio uso indiscriminado de
antibidticos que los facultativos o padres hacen ante un sintoma como la tos,
dificultando el diagnéstico bacteriolégico. De los 39 nifos con tratamiento antibidtico,
en ocho de ellos el antibidtico administrado fue eritromicina, por lo que se puede
suponer que en un 20% de los nifios mayores seropositivos se sospechd la etiologia.
En el 50% de los sujetos el antibidtico empleado fue la amoxicilina, lo que parece

confirmar la gran aceptacion social de este antibidtico.

El hecho de que la repeticion de la toma de especimenes en 3 a 5 dias
consecutivos incremente el porcentaje de aislamientos entre un 25% y un 35%,
soporta la idea de la dificultad inherente a la toma de muestra (55,102,208,209,360).
Por otro lado, algunos autores han encontrado mayor frecuencia de cultivos positivos,
sembrando fa torunda en medio de transporte (con 72 horas de incubacion previa
al pase a medio de aislamiento), ademés del de aislamiento en el momento de la
toma (102,162,173,209,374). En este trabajo se siguid esta pauta de cultivos y no se
obtuvo ningun aislamiento mas de 8. pertussis, que los obtenidos directamente por
el medio de aislamiento. Lo que si se observé con cierta frecuencia fue el crecimiento
de ofras bacterias nasofaringeas resistentes a la cefalexina en el medio de
aislamiento selectivo sembrado a partir del medio de enriquecimiento y que no
habian crecido en el medio de aislamiento selectivo de siembra directa (209).
Haemophilus fue una de las bacterias méas frecuentemente encontradas a partir del
medio de enriquecimiento y con una morfologia de sus colonias muy parecida a la

de las colonias de B. perfussis. La aparicion de colonias en las primeras 24 horas
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siguiente a la siembra (frente a los mas de tres dias que tarda en crecer B. pertussis)

hara pensar en Haemophilus.

5.6.6.2.- Fluorescencia directa sobre especimenes nasofaringeos

La fluorescencia directa para el diagnéstico de las infecciones producidas por
B. pertussis surgio en la década de los sesenta en respuesta a la escasa sensibilidad
y lentitud del cuitivo (167). Una de sus principales ventajas es no necesitar bacterias
viables para su realizacion, por lo que las demoras en la toma del espécimen no
influyen tanto sobre el resultado como sobre el cultivo. Lo mismo se puede decir del
tratamiento con antibidticos previo a la toma de la muestra. Por otra lado, la
gjecucidn de la prueba, que no su lectura e interpretacion, requiere un tiempo minimo
de atencién técnica y en una hora se obtienen los resultados. Lo Unico que se
necesita es un suero especifico marcado con fluoresceina y un microscopio de

fluorescencia.

En este estudio no se pudo identificar con seguridad ninguna B. pertussis o
B. parapertussis, en los 162 especimenes analizados. Solamente en un especimen
correspondiente a un cultivo positive pudieron identificarse dos formas bacterianas
que podrian haber sido compatibles con B. pertussis. Las dificultades inherentes a
la interpretacion de esta prueba (localizacidén de la bacteria, problemas de las
adsorciones inespecificas de los sueros a los detritus como moco, células, fibras de
alginato, etc) se observan, incluso, en paises con gran experiencia en esta

metodologia como Estados Unidos, y en periodo epidémico. Sobre 1.030 casos
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declarados en un brote epidémico en Kansas en 18986, se obtuvieron un 4% de
cultivos positivos v un 87% de especimenes con fluorescencia directa positiva,
indicando la gran propension a cometer errores del laboratorio (66). Sin embargo, a
pesar de que su calidad analitica es actualmente muy discutida y cuestionada
(34,54,66,115,118,120,160,168,171-174,180,207,365,372), Strebel y col., utilizando &l
cultivo como referencia durante un brote epidémico en Missouri, refieren una
sensibilidad del 65% y una especificidad del 85%. Para la obtencion de estos
resultados emplearon un microscopista con mas de quince anos de experiencia, que

leia cuatro pacientes a la hora (159).

Desde 1990, el CDC ha excluido la fluorescencia directa de la definicion de

caso para la notificacion de la pertussis (61).

5.6.7.- Diagndstico seroldqico clinico de pertussis.

La presencia y replicacién de un microorganismo dentro de un huésped esta
definida por el término infeccidon. Dependiendo de la respuesta que el huésped
desencadene contra el agente invasor, la infeccién se adjetivara como clinica o
enfermedad, o como subclinica o asintomatica. En este Ultimo caso, la reaccién del
huésped contra el agente infeccioso estard limitada a una respuesta inmunolégica,

solamente diagnosticable por métodos seroldgicos (67).
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El diagnostico seroldgico tiene en la sensibilidad su mayor ventaja sobre el
diagnodstico bacteriologico, aungue, légicamente, su especificidad no puede ser

superior (48,118,120,172,180,208,212, 264,279,306,360).

Los viejos meétodos serolégicos como la aglutinacion, fijacion del
complemento, neutralizacion, poseen poca sensibilidad diagnostica, requiriendo, al
menos, dos especimenes e importantes cambios de las magnitudes entre ellos,
superior a 4 veces (174,199). El aumento de un isotipo de anticuerpo, por ejemplo
la IgG, puede quedar neutralizado o enmascarado por la disminucidén de otro isotipo,
como la IgM. Consecuentemente, se necesitaran periodos de tiempos mas largos
entre dos especimenes para poder objetivar la dindmica de la respuesta humoral, no

pudiéndose distinguir entre la respuesta a la vacuna y la respuesta a la infeccion (50).

Los nuevos métodos seroldgicos que permiten descomponer la respuesta
inmunolégica global, estudiando la secuencia y evolucidn de los distintos isotipos de
anticuerpos, aportaran mayor sensibilidad y rapidez diagnéstica a las pruebas
seroldgicas. Las modificaciones en sentidos diferentes de los distintos isotipos de
anticuerpos (IgM e IgG) no solo no restardn precocidad a la prueba, sino que la
dotaran de una gran sensibitidad diagndstica. En la mayoria de las ocasiones no se
necesitaran dos especimenes para establecer un diagndstico, y cuando éstos sean
precisos, seran suficientes menores variaciones en las concentraciones o titulos de

los anticuerpos.
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Lo Unico que hara falta, serd un conocimiento de la temporalidad, cinética y tipo de

anticuerpos producidos en respuesta a la infeccién.

Para finalizar, la evaluacion de una prueba seroldgica de pertussis es dificil por
la ausencia de una prueba de referencia sensible y consistente con la que hacer la
valoracion. La prueba serolégica ideal deberfa poder realizarse con una Unica
muestra de suero, recogida justo en el momento de la presentacion del paciente y
siendo capaz de diferenciar entre los anticuerpos debidos a la infeccion natural y la
inmunidad derivada de la vacunacion (168). Como méas adelante veremos, la
inmuncfluorescencia indirecta sobre 8. pertussis, asi como otros meétodos serolégicos
modernos (enzimoinmunoensayos), van a cumplir con estos criterios, en la mayoria

de las ocasiones (48,168,172,210,212,360).

Excepto en el 30% de los lactantes, en el resto de los sujetos fue suficiente un
Unico suero para realizar el diagnédstico seroldgico de pertussis. La infeccion en los
sujetos vacunados, con sintomatologia atipica, ocasiona una importante demora en
la sospecha de tosferina. Cuando los pacientes son remitidos al laboratorio ya han
tenido tiempo de elaborar una respuesta serolégica compatible con una infeccién por
B. pertussfs. Asimismo, la escasa y pobre respuesta de los isotipos IgA e IgM a las
vacunaciones con B. perfussis va a permitir, en la mayoria de las ocasiones,
diferenciar entre la respuesta humoral a las inmunizaciones y la respuesta humoral

a las infecciones (114,168,308,309,360,375).
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5.6.7.1.- Enzimoinmuncensayos o inmunofluorescencia indirecta

Basicamente, estos dos tipos de metodologias poseen una sensibilidad
analitica muy parecida (198,206). La eleccién de uno u otro método dependera de

la finalidad de su utilizacion.

Los enzimoinmunoensayos, al ser facilmente automatizables, permiten
procesar gran numero de muestras en un corto periodo de tiempo, sin apenas
necesitar la intervencion de una persona. Seria el método ideal para los estudios
epidemioldgicos , en donde un importante nimero de especimenes se procesan en
cada serie analitica. Por otro lado, la lectura fotométrica de la reaccion evita la

subjetividad de la persona que ejecuta la prueba. Sus inconvenientes residen en:

12 La necesidad de un nimero de especimenes minimo para que la prueba
sea rentable,

22 Los problemas de estandarizacién en cuanto a pureza, estabilidad, etc, de
la o las sustancias que se utilizan como estandar y que dificulta la
transferibilidad de resultados entre distintos laboratorios (209).

3¢ La utilizacién de los especimenes muy diluidos que miden la cantidad de
anticuerpos pero no la afinidad de los mismos (381).

42 | a necesidad de un sistema enzimatico acoplado que produzca el revelado
de la reaccidon antigeno-anticuerpo. Esto anade variabilidad a la prueba,

pudiendo ser origen de errores importantes.
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La inmunofluorescencia indirecta tiene la misma sensibilidad analitica que e}
enzimoinmunoensayo. Es la metodologia ideal para la utilizacion con una finalidad
diagnéstica, no necesitandose un numero determinado de especimenes para

obtener una ejecucion rentable. Entre las ventajas que presenta, estan:

12 Utiliza la bacteria completa como substrato, reproduciendo las condiciones
naturales de la reaccidon huésped/invasor.

22 No precisa estandarizacion al expresarse su resultado en titulos, es decir,
en la dilucién maxima del espécimen que produce fluorescencia. Por tanto, no
existen problemas en la transferibilidad de resultados entre los laboratorios.
32 La utilizacién inicial de sueros poco diluidos permite no sélo medir
concentracidn, sino también la afinidad de los anticuerpos presentes en el
espécimen,

42 El marcaje del anticuerpo con el isocianato de fluoresceina, generalmente,
evita la necesidad de un sistema revelador acoplado de la reaccién antigeno-

anticuerpo.

El principal inconveniente que presenta la fluorescencia es la interpretacion
subjetiva del observador, pero con personal entrenade en esta metodologia, la
subjetividad en la lectura de la intensidad de la fluorescencia no puede ser muy

importante.
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Légicamente, como la finalidad de este trabajo era estudiar la utilidad de la
serologia en las infecciones causadaspor B. pertussis y por la propia naturaleza de
este trabajo no se iba a dispaner de un ndmero importante de especimenes reunidos,
ni se podia demorar la ejecucién de la prueba, se decidi¢ la utilizacidn de la

inmunofluorescencia indirecta.

5.6.7.2.- Tipos de substratos

El replanteamiento que actualmente se esta efectuando sobre la patogenia de
la enfermedad, la o las sustancias antigénicas necesarias para provocar una
respuesta inmunoldgica protectora y la composicion antigénica de las vacunas
acelulares, dificulta la eleccion del substrato para estudiar las especificidades de los
anticuerpos importantes. Parece ser que el aceptado y viejo concepto de que la
tosferina es una enfermedad mediada, fundamentalmente, por la Toxina Pertussis o
Factor Promotor de la Linfocitosis, etc. (9,135,264,295), esta siendo cuestionado por

otros autores (319,336,376).

No se discute el importante papel que la hemaglutinina filamentosa y la toxina
pertussis tienen en la adhesividad de la bacteria a las células ciliadas del arbol
respiratorio, pero estas dos sustancias no son las Unicas que intervienen en la
adhesividad, sino que los aglutindgenos y las proteinas exteriores de membrana (y
de éstas sobre todo el pertactin), juegan un importante papel en este sentido. Mas
discutible es el papel de la toxina pertussis en la patogenia de la enfermedad. No

existen dudas de que la pertussis es una enfermedad mediada por toxinas, ya que
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la bacteria desaparece del huésped pero la sintomatologia continda durante un largo
periodo de tiempo. Pero precisamente el sintoma mas importante es la tos, por lo
qgue de pensar en una toxina seria mas coherente hablar de la citotoxina traqueal que
de la toxina pertussis (336). Tampoco hay que olvidar el importante papel de la toxina

adenilato ciclasa sobre la inhibicidon de la respuesta inmunoldgica.

De todo lo anteriormente expuesto, puede ser una idea mas acertada utilizar
la bacteria completa hasta que se clarifique el papel desempenado por los distintos
antigenos bacterianos, Ademas, se evitardn los problemas de purificacién del
antigeno utilizado como estdndar y que, probablemente, es el causante de la
incapacidad de transferencia de resultados entre los distintos estudios. Las
preparaciones con bacterias completas proporcionan multiples sitios antigénicos,
pudiendo ser mas sensibles que los antigenos purificados, siempre que se tenga la
certeza de la ausencia de reacciones cruzadas con otras bacterias (120). La
utilizacién de un antigeno purificado, con una mayor restriccion de epitopos, no

necesariamente ofrece ventajas sobre la utilizacién de la bacteria completa (114).

5.6.7.3.- Respuesta del isotipo IgM a las_infecciones causadas por B, perfussis

Un titulo de IgM superior al valor de referencia (1/40) casi siempre sera
diagnostico de una infeccién reciente por B. perfussis, exceptuando el periodo de
maxima respuesta a la vacuna. Con el calendario de inmunizaciones primarias recién
finalizado, entre los ocho y doce meses de edad, se podria observar un titulo

ligeramente superior al valor de referencia (1/80). Sin embargo, si este valor se
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hallase en un lactante con el calendario de vacunas completas, dificiimente podria
ser compatible con una infeccién, por lo que, en ausencia de otros marcadores
serolégicos o clinicos compatibles de pertussis, se atribuira a las vacunas. Por otra
parte, no se detectd ningun nifo con evidencia seroldgica de pertussis en las edades

comprendidas entre |los siete meses y los dos afos.

Su utilidad como marcador precoz de infeccion por B. pertussis esta
discutida. Mientras que algunos admiten su valor diagnostico tanto en los sujetos
vacunados como no vacunados (50,114,119,140,174,208,307,309,360), para otros,
[fundamentalmente utilizan antigenos purificados como substrato, especialmente
hemaglutinina filamentosa (174)] sélo tiene utilidad en los sujetos no vacunados, en
los cuales se produce una respuesta primaria (120,168,209,210,218,308,365,377).
Estas diferencias podrian explicarse porque la mayoria de estos estudios utilizan
antigenos purificados, toxina pertussis o/y hemaglutinina filamentosa (174) y no
suelen tener en cuenta el tiempo de evolucidn de la sintomatologia. También habria
gue descartar una inhibicion alostérica de la IgG sobre la IgM por una mayor afinidad

y avidez de la igG por el substrato.

La IgM se detectd en el 80% de los lactantes, no vacunados o con el
calendario de vacunas no finalizado, con diagnéstico de pertussis frente al 48,8% de
los ninos vacunados. Esta diferencia podria ser atribuida a la ausencia de respuesta
primaria en los sujetos vacunados, o a una respuesta de IgM rapida, de vida corta,
que no se detecto por el retraso en el envio de los especimenes al laboratorio (174).

Conway y col. {208) con un Elisa sobre bacterias completas, refieren que el 84% de
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los seropositivos podrian haber sido detectados midiendo solamente la igM.
Resultados mas parecidos a los encontrados en este estudio en sujetos vacunados

han sido notificados por otros autores (50,114,119,174,218,360).

Se empezd a detectar a las 3 semanas del comienzo de la sintomatologia en
el 67% de los especimenes. Alcanzd su pico maximo entre el mes y los tres meses,
con unos tituios maximos del 1/1280 y una seroprevalencia del 85%, perdiendo su
valor diagnostico a partir del quinto-sexto mes. Evoluciones similares de la IgM se

han visto con Elisas sobre bacterias completas (174,360)

5.6.7.4. Respuesta del isotipo |gA a las infecciones causadas por 5. perfyssis

La IgA es el isotipo mas especifico para el diagndstico de las infecciones
causadas por B. pertussis(25,28,50,143, 174,226,307,308,365,). Aunque es producida
por un pequenc porcentaje de lactantes (19%) como respuesta a las distintas dosis
de vacuna, su titulo raramente alcanza valores superiores al 1/40 en el pericdo de
maxima respuesta a la inmunizacion, entre los cuatro y cinco meses de Ia tercera

dosis (218).

Su presencia por encima de los valores de referencia siempre va a ser un
indicador fiable de infeccion por B. pertussis, aungue sdlo se observo en el 40% de
los lactantes y en el 26,8% de los nifos vacunades. No todos los nifios producen IgA
en respuesta a las infecciones por &. pertussis (120). Robertson y col. (28) no han

podido demostrar una prevalencia distinta dependiendo de la edad del paciente.
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Granstrom y col. (210) no encuentran una respuesta distinta entre los nifios mayores
y menores de dos anos. Si observan una respuesta mas intensa en los sujetos
vacunados con respecto a los no vacunados. Sin embargo, Mertsola y col. (174) no

pueden encontrar diferencias dependiendo del estado de vacunacidn del sujeto.

La prevalencia global de IgA en las infecciones por B pertussis, varia
ampliamente, entre el 7,7% de Granstrém y col. (212) midiendo IgA anti
hemaglutinina filamentosa y el 73% de Lawrence y col (119) utilizando bacteria
completa, pasando por el 23,3%, 27%, 29%, 42% y 62% de otras series (25,50,114,
212,360). Las posibles explicaciones para estas distintas prevalencias habria que
buscarlas en el antigeno utilizado como substrato, los establecimientos del cutoff, el
tiempo de evolucion de la infeccidn cuando se extrajo la muestra, estado de
vacunacion del sujeto y edad del sujeto. Mientras todas estas variables no puedan
ser unificadas, dificilmente se podra hablar en el mismo lenguaje y hacer una

transferibilidad de resultados.

La respuesta de IgA se empezd a detectar en el 38% de los especimenes a
las 4-8 semanas del comienzo de la tos, alcanzando su prevalencia (50%) e
intensidad maxima (1/640) entre los dos y tres meses de evolucidn, para casi
desaparecer entre el quinto y sexto mes del comienzo de la infeccidn (tablas 4.42 y
4.43). Mertsola y col., en Finlandia, con un enzimoinmunoensayo sobre bacterias
completas, en una poblacidn con una tasa de vacunacién y edades semejantes a la

espanfola, encontraron resultados parecidos a los referidos en este trabajo (174).
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Por tanto, la IgA es un marcador de infeccion reciente muy especifico pero
relativamente sensible. Su prevalencia variara dependiendo de la muestra estudiada
y substrato utilizado, aunque no asi su evolucién con la enfermedad que tiende a
tener un comportamiento parecido, independientemente del substrato utilizado para

su medicion (50,140,212,174,307,308,377).

5.6.7.5.- Respuesta del isotipo 1gG a las_infecciones causadas por B perfussis

El isotipo 1gG es el que presenta las mayores dificultades de interpretacion
debido a su frecuente presencia en el nacimiento, la importante respuesta a las
distintas dosis de vacuna, infecciones subclinicas y a una vida media mas larga que
los otros isotipos. En la interpretacion de sus concentraciones aisladas, sin los otros
isotipos, sera de suma importancia la edad del paciente para saber cuando finalizd

el calendario de inmunizaciones y el tiempo de evolucion de la tos.

Su presencia en el 100% de los lactantes como respuesta a las vacunas y en
un gran porcentaje de sujetos como respuesta a las infecciones naturales subclinicas
obliga a establecer cutoff diagndsticos elevados para poder considerar una posible
infeccion. Aungue no hubo necesidad de dos muestras en los pacientes vacunados
enviados para el estudio de pertussis, posiblemente éstas sean necesarias cuando
existan discrepancias entre el comienzo de la sintomatologia referido y la evolucion
serologica de la enfermedad y en ausencia de otros marcadores serolégicos, [gM ofy
IgA. Frecuentemente es dificil recoger de los padres con exactitud la fecha de

comienzo de la tos, remontandose algunas veces a tiempos muy pretéritos y



Discusion Fagina 260

refiriendo unas evoluciones ciclicas de fa clinica con periodos de remisién. La 1gG,
al ser el unico marcador encontrado en las infecciones con una evolucioén superior

a los cinco o seis meses, podra aportar alguna ayuda al respecto.,

La 1gG se encontrd por encima del valor de referencia en el 90% de los
lactantes y el 70,7% de los nifos vacunados con diagnédstico serolégico compatible
de pertussis (119,172). Los incrementos de sus concentraciones se empezaron a
observar entre las 3 y 5 semanas del comienzo de la sintomatologia. Estudios en
segmentos poblacionales no vacunados refieren un ligero retraso (1 semana) en la
respuesta de la IgG, (210,309). Alcanzo su techo entre el primero y el octavo mes,
habiéndose detectado por encima del valor de referencia mas alla de los 24 meses

de evolucidn de la enfermedad.

Cuando se estudia la utilidad diagnéstica de este isotipo comparandolo con
una cchorte de referencia de la misma edad y aparentemente sanos, la eficacia
diagnodstica de la 1gG puede disminuir importantemente, a niveles del 10%,
requiriendo un cambio significativo entre dos muestras para ser diagnéstico
(40,50,114,174,3860). Esto puede estar ocasionado por la frecuencia de infecciones
subclinicas en el grupo de referencia seleccionado. En este isotipo, es mas eficaz
estudiar su comportamiento a lo largo de la vida de los individuos, para extraer los

valores de referencia dependiendo de la edad del sujeto.
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5.6.8.- Estudio de anticuerpos contra la bacteria completa o contra_antigenos

especificos

Algunos autores prefieren estudiar por enzimo-inmunoensayos la respuesta de
anticuerpos contra antigenos especificos, fundamentalmente la hemagiutinina
filamentosa y la toxina pertussis. Sus razonamientos estan basados en que estos dos

antigenos son los principales factores patogénicos de la enfermedad.

Los anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina filamentosa jugarian un papel
importante contra la infeccion al impedir la adhesién de las bacterias a las células
ciliadas (200). Segun Pittman (135}, estos anticuerpos son de una duracidon mas corta
que los producidos en respuesta a la toxina pertussis, lo que explicaria porqué la
inmunidad contra la infeccion es mas corta que la inmunidad contra la enfermedad.
Los anticuerpos dirigidos contra la toxina pertussis jugarian un importante papel
contra la enfermedad al neutralizar la toxina pertussis (135). Su escasa produccion
en respuesta a las vacunaciones (63,140,218), le otorgaria el papel de marcador
optimo y exclusivo de infeccidbn por B perfussis. (22,63,129,140,149,210-
212,264,307,378-380). B. pargpertussis no es productora de esta toxina aunque tenga

el material genético para su codificacion.

Sin embargo, algunos autores no han podide confirmar el papel que Pittman
atribuyé a los anticuerpos dirigidos contra la Toxina pertussis. Farfel y col. (201)
encontraron en su estudio sujetos con tosferina y titulos altos de anticuerpos dirigidos

contra la toxina pertussis. Trolifors y col. (179) no pudieron correlacionar los titulos
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de IgG anti-toxina pertussis y la actividad biologica de ésta medido por citotoxicidad
sobre celulas de ovario de hamster. Hallander y ¢ol.(209) refieren un mayor valor a
los anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina filamentosa por su permanencia
sostenida en el tiempo, restandole valor a los anticuerpos anti-toxina pertussis en los
sujetos vacunados, en donde la respuesta contra esta toxina se comportaria como
una respuesta secundaria, tan rapida, que impediria observar un incremento del titulo

de anticuerpos.

Objetivamente, este planteamiento seria muy loégico si no fuera porque se esta
a empezando a cuestionar el pensamiento de Pittman (9,135) sobre el papel estelar
de la toxina pertussis en la patogenia de la enfermedad y sobre todo, su papel sobre
el sintoma mas predominante, la tos (336). No hay que olvidar la importancia que
también tienen los aglutindgenos, fimbria y proteinas exieriores de membrana en la
adhesividad de la bacteria a las células ciliadas, la adenilato ciclasa sobre la
inhibicion de la respuesta inmune (201) y la citotoxina traqueal sobre la destruccion

de las células ciliadas, entre otras funciones.

Hasta ahora, el andlisis de la respuesta inmunclégica contra antigenos

especificos puede estar justificado por:

- El estudio pormenocrizado del papel que desempefan cada antigeno en la
enfermedad y su apiicacion a la investigacion de las respuestas humorales a

los distintos tipos de vacunas acelulares.
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- Menor imprecisién de la prueba por una mejor estandarizaciéon de los
enzimoinmunoensayos al utilizar sustancias puras, teéricamente, en lugar de

los multiples antigenos de la bacteria completa, etc.

No obstante, hasta que se clarifique el papel patogenético de cada antigeno
de B. pertussis ( exceptuando el estudio de las vacunas acelulares), la utilizaciéon de
la bacteria compieta reproducira més exactamente la interaccion natural de la
bacteria con el sujeto, pudiendo ser mas recomendable para los estudios
diagnésticos y epidemiolégicos. Ademas, hasta el momento, no se ha podido asociar
ningln titulo, ni especificidad de anticuerpo con la proteccion contra la enfermedad

o la infeccién (140).

5.6.9.- Algunas peculiaridades de la respuesta humoral

Por ultimo, comentar algunos casos en donde la respuesta inmunologica

manifestd algunas peculiaridades dignas de ser mencionadas.

Una de las peculiaridades fue la ausencia de una respuesta humoral a las tres
dosis de vacuna observada en dos lactantes de tres meses con diagnéstico clinico
y serolégico de tosferina e importantes fitulos de anticuerpos (IgM superior a 1/80 e
IgG superior & 1/320) en el momento de comenzar el calendario de vacunas. Al
finalizar las inmunizaciones, siete meses de edad, estos lactantes presentaban el
mismo titulo de IgG, y la IgM practicamente se habia negativizado. Posiblemente,

estos anticuerpos neutralizaron los antigenos suministrados con las dosis de vacuna,
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abortando el estimulo antigénico, por un mecanismo similar al ejercido por las
concentraciones altas de los anticuerpos maternos en las vacunacionss de los

lactantes (278-280).

En otro caso, no se observd la respuesta humoral en una nifa de siete afos
con tos de cuatro dias de evolucién, cultivo positive para 8. pertussis e iniciacién del
tratamientc con eritromicina inmediatamente después de la toma de especimenes.
No se detectaron ningun tipo de anticuerpos en el momento de |la consulta, ni a los
cuarenta dias de evolucién de la enfermedad. Aparte de la pertussis, la nifa era
totalmente sana. Existen multiples referencias, no todas en el mismo sentido, sobre
la utilidad de la eritromicina en la erradicacion de 8. pertussis del arbol respiratorio
(21,69,121-125,127,382) o su fracaso (383,384); la modificacion
(11,25,39,50,66,124,125,127,354,359) 0 no (11,32,40,46,66,128,284,295,385-388) del
curso de la enfermedad; la recomendacién de su utilidad (11,21,23,26,39,47,
69,124,211,218,293), o inutilidad (37,39,40,128,209,277,383-386) en la profilaxis de
los contactos, pero Unicamente se encontraron dos trabajos de Granstrém y col. en
donde se recogiera la inhibicién de la respuesta humoral por la eritromicina. Los
casos no son totalmente superponibles por cuanto se trata de tres embarazadas, en
donde la inmunidad puede estar inhibida per se por su propia situacidn gestacional.
Tienen en comun el tratamiento precoz con eritromicina, entre cuatro y seis dias del

comienzo de la enfermedad (200,212).

Un tercer caso corresponde a un nifio de 9 anos, que a los dos anos de una

pertussis tratada con multiples antibidticos y con un titulo de IgG de 1/320, volvid a
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tener tos persistente y un fuerte incremento de todos los isotipos (IgM = 1/80,
IgA = 1/320 e IgG = 1/2560). No se le realizd cultivo y se le tratdé inmediatamente
con eritromicina durante catorce dias. Este caso documenta ia temporalidad de [a
inmunidad desarrollada como consecuencia de la infeccidon natural. La corta
inmunidad que desarrolld este nifio a la infeccidn natural previa corresponderia mas
a la evocada por la vacuna, en lo referente al menos, a su duracién, gue a una
inmunidad derivada de una infeccién natural, que aunque no dure de por vida, si
deberia haber sido mas larga. Quiza entre cinco y diez afios, segun se puede inferir
de las prevalencias de diagnostico seroldgico compatible de tosferina en la cohorte
control. En esta cohorte, como se recordara, se produce un incremento de
diagndstico serolégico de pertussis desde los tres afos de edad hasta ios diez afios,
como consecuencia de infecciones por B perfussis. Posteriormente hay un
descenso serodiagnéstico, entre los 10 y los quince anos (posiblemente por ser un
grupo con una buena inmunidad emanada de infecciones naturales previas) para
sufrir un fuerte incremento seroldgico a partir de los quince anocs, por el
debilitamiento de la inmunidad aportada por la infeccidn

(15,27,31,32,48,66,73,169,260).

5.6.10.- Anticuerpos anti-5. pertussis en las secreciones respiratorias

La determinacion de anticuerpos anti-B. pertussis en especimenes del arbol
respiratorio fue otra de las alternativas esperanzadoras desarrollada por Goodman
y col en 1981 (115) en respuesta a las dificultades inherentes al aislamiento del

microrganismo, su detecciébn en las secreciones nasofaringeas mediante la
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fluorescencia directa y a la falta de sensibilidad y demora intrinseca para el
diagndstico de los métodos serolégicos clasicos (115,120,389). Sin embargo, las
esperanzas generadas por la originalidad de la idea parecen no haber aportado el

rendimientc esperado.

Se detectaron anticuerpos anti-5. pertussis en el 24,7% de las 162 salivas de
los sujetos remitidos para el estudio de pertussis. De estos 40 resultados positivos,
23 pertenecieron a sujetos con criterio serologico o bacterioldgico de tosferina (45%
de los positivos) v los 17 restantes correspondieron a los serolégicamente negativos
(15,3%). Los anticuerpos encontrados fueron de los isotipos 1gG e IgA no guardando
ninguna relacion con sus homonimos séricos (218). Su utilidad diagnéstica parece
residir mas en su capacidad excluyente de infeccion (especificidad del 85% y valor
predictivo negativo del 77%) que en su confirmacién, maxime si tenemos en cuenta
que se sintetizan exclusivamente en respuesta a la infeccidn {(no a las
inmunizaciones) (115,207). Goodman y col. (115) encontraron IgA contra B. pertussis
en el 13,8% de las 348 secreciones estudiadas. De los 57 cultivos positivos, solo se
detectd IgA secretora en B sujetos (14%), y en 40 sujetos con cultivos negativos
(13,7%). Campbell y col. (207) detectaron IgA en las secreciones del 24% de las
pertussis y en el 9% de los controles, con unos resultados dudosos en el 28% de las
pertussis y en el 40% de los controles. Atribuyen estos resultados dudosoes a una
posible adsorcién o union inespecifica de la [gA secretora a B. perfussis. Zackrisson
y col. (390) vieron en un tercio y un cuarto de las 181 salivas estudiadas cambios
significativos en la IgA anti hemaglutinina filamentosa y toxina pertussis,

respectivamente. No comparte la utilidad diagndstica de la IgA secretora sefalada
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por Granstrom y col.(391), atribuyéndole un poder diagnostico inferior a la
determinacion sérica de anticuerpos anti-B. pertussis. Resultados més alentadores
han sido comunicados por Friedman (118) mediante inmunodot con anticuerpos

monoclonales, refiriendo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 88%.

Los anticuerpos secretores se empezaron a detectar a partir del mes del
comienzo de la enfermedad, detectdndose la IgA mas alld de los tres meses del

comienzo y la IgG mas alla de los cinco meses (115,207).

Long y col. (218) y Savage y col. (279) encontraron los anticuerpos secretores
mas frecuentemente en las personas infectadas asintomaticas que en aquellos con

sintomas.

5.7.- Estimacion de los posibles casos de tosferina en el Area Sanitaria 10.

Ya que los casos remitidos para el estudio de tosferina pertenecen a la
poblacion de donde se extrajo la cohorte de control, se pueden hacer unas
estimaciones de los casos de tosferina del Area Sanitaria 10, a partir de la
prevalencia de serodiagnostice de tosferina en la muestra control y de la prevalencia
de casos de tosferina remitidos para su estudio. Ambos grupos, cohorte control y
cohorte de estudio, presentan unas situaciones similares socio/sanitarias. Lo Unico
que les diferencia, y que les hace pertenecer a uno u otro grupo, es la demanda de
asistencia sanitaria 0 que su médico se haya planteado ia sospecha de pertussis en

el diagndstico diferencial. La poblacién menor de 15 afios del Area Sanitaria 10 esta
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integrada por 63.800 sujetos (231). Las prevalencias extremas de tosferina en estos
sujetos, estimadas a partir de la cohorte control de la misma edad de este estudio,
estan entre un 5,8% y el 15,2% (I1.C. 95%,; Poder contraste 93,6%), lo gue supone

entre 3700 y 9.698 casos.

La demanda de estudios de pertussis durante los cuatro afos que durd la
recogida de muestra fue de 162 sujetos. De ellos, 151 menores de 15 anos. Los
casos compatibles con pertussis por el laboratorio fueron 51, todos ellos se
observaron en menores de 15 aflos. Asi pues, se detectaron 51 casos positivos sobre
151 menores de quince anos estudiados, lo gue representa un porcentaje del 33,8%.
Teniendo en cuenta que este segmento poblacional esta formado por 63.800
personas, la incidencia anual estimada de tosferina en los menores de quince anos
serda de 5.387 casos. Asi pues, ambas estimaciones (serodiagndstica vy
seroepidemioclégica) son coincidentes, como era de esperar de un método serologico

capaz de discriminar la poblacién sana de la enferma con los cutoff seleccionados.

Entre 1988 y 1991 (uUltimo periodo de cuatro afos con datos oficiales
disponibles) se declararon en el Area Sanitaria 10 de Madrid 246 casos de tosferina
(368,369). Estos 246 casos (se asume que estos casos notificados correspondieron
a nifos menores de quince afos) representan una declaracion del 2,5% al 6,6%
sobre €l total de los 3.700-9.698 posibles casos de tosferina estimados en el Area
Sanitaria 10. Por tanto, no parece existir duda de que los casos de tosferina en este

Area Sanitaria se estan infranotificando (36,38,51,62,70, 76,84,87,228,229).
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Los 51 sujetos con diagnéstico clinico de presuncion confirmados por el
laboratorio representan entre el 0,53% y el 1,4% de la demanda potencial (3.700-
9.698). Esto da una idea de la enorme dificultad que existe para hacer un diagnéstico
de sospecha de tosferina. Asimismo, parece que los pediatras ¢ internistas no se
plantean la pertussis en el diagnéstico diferencial de los nifics vacunados con tos
persistente (22,26,30,37). Posiblemente, ésto ocurre por tener la creencia que la
vacuna y, sobre todo, la infeccidon natural aportan una inmunidad que dura toda la

vida del individuo (3,27,71,127).

5.8.- Respuesta a las prequntas iniciales

¢Es la tosferina una enfermedad obsoleta?. ;Existen las infecciones por B
pertussis en sujetos vacunados?. ;Se conoce su incidencia?. ;Por qué pasan
inadvertidas?. ;Qué dificultades diagnosticas presentan?. ;Como se pueden

diagnosticar?. ;Hay alternativas al diagndstico bacterioldgico y clinico?.

Despugs de todo lo anteriormente expuesto, creemos poder contestar a las
preguntas iniciales con suficiente rigor. La pertussis es una enfermedad con gran
vigencia en la actualidad, infranotificada por la clinica, frecuentemente atipica en
lactantes pequenos y sujetos vacunados. La enorme dificultad que existe para hacer
un diagndstico clinico certero, se debe a que los facultativos, en general, la
consideran desaparecida en los sujetos vacunados y su diagnostico bacteriologico

presenta una casi nula sensibilidad en la fase paroxistica, méxime en los sujetos
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vacunados. Hasta el momento presente, la enfermedad se puede diagnosticar
midiendo la respuesta del huésped al agresor, tanto a la infeccion subclinica como
a la clinica. La serologia, hoy por hoy, aparece como la gran alternativa al

diagnéstico bacteriologico, no excluyente sino complementaria del mismo.

Por Ultimo, hay que volver a insistir en la importante vulnerabilidad de los
neonatos y lactantes pequenos. La sintomatologia tan atipica que pueden presentar
estos sujetos puede inducir a crear la falsa idea de una escasa mortalidad y
morbilidad de la enfermedad en ellos, cuando en realidad lo que esta ocurriendo es
un diagnédstico insuficiente. Se estima que sdlo una de cada diez muertes
ocasionadas por la pertussis es atribuida a esta enfermedad (392,393). Esto habra
que tenerlo en cuenta antes de introducir alteraciones en los calendarios de

inmunizaciones que puedan producir modificaciones epidemiclogicas.



6.- RESUMEN
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La tosferina, tos ferina, pertussis, coqueluche, tos de los cien dias es una
enfermedad mediada por las toxinas elaboradas por B. perfussisy caracterizada por
una traqueobronquitis aguda que afecta Unicamente al género humano. Las
manifestaciones clinicas, que dieron nombres a la enfermedad, consisten en ataques

de tos paroxistica seguidos de un tipico estridor inspiratorio y/o vomitos.

La amplia utilizacion de la vacuna desde finales de la década de los cuarenta
en los paises desarrollados y las presentaciones clinicas atipicas de la enfermedad
en lactantes pequenos, vacunados, adolescentes y adultos han inducido a algunos
facultativos a considerarla como una curiosidad médica o a afirmar que nadie se

infecta después de los doce o quince afnos de edad.

A partir de la década de los ochenta se viene observando un aumento gradual
de la incidencia de esta enfermedad en los paises desarroliados, siendo los nifos
mayores, adolescentes y adultos una fuente importante de contagio. Pudiera tratarse
de que, o bien después del calendarioc de inmunizaciones, o bien después de
padecer una pertussis, los individuos produjeran una inmunidad contra la enfermedad
pero no contra la infeccidn. Ello no impediria que, pasado un cierto periodo de afos,
estos individuos se volvieran susceptibles a una nueva reinfeccién con una de las
bacterias mas contagiosa, sensible y delicada conocida hasta la actualidad,

Bordetella pertussis.

El problema del diagndstico de la pertussis reside en su posible y frecuente

presentacion clinica atipica (la mayoria de las veces indistinguible de otros procesos
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infecciosos de las vias respiratorias) y en la enorme dificultad para el aislamiento de
esta bacteria, agudizada en sujetos vacunados. Esto ha motivado un editorial del
CDC, en 1985, en donde se pone de manifiesto que la metodologia corrientemente

utilizada para el diagndstico de pertussis parece inadecuada.

La verdadera incidencia de la pertussis es desconocida, tanto en los paises
en vias de desarrollo, como en los paises desarrollados. Tal desconocimiento es
consecuencia de multiples factores que inciden sobre la practicabilidad del control
epidemiologico de la enfermedad, como: la sintomatologia atipica, ausencia de
métodos diagnédsticos sensibles y especificos, aceptacion del criterio clinico para la
inclusidn del caso pertussis en los sistemas de vigilancia epidemioldgicos, la
insensibilidad e inespecificidad de los sintomas, etc. La ausencia de una metodologia
apropiada para el diagndstico correcto de la enfermedad, teniendo el clinico que
efectuar su diagndstico por la sintomatologia que presenta el paciente, hace

extraordinariamente complejo el emitir un juicio diagndstico certero.

El aislamiento del microorganismo es el método de referencia para el
diagndstico de cualquier enfermedad infecciosa. Mientras que el cultivo positivo de
B. pertussis es una herramienta diagnostica totalmente especifica para la pertussis,
su sensibilidad puede ser extraordinariamente baja, dependiendo de multiples
factores: retraso en la toma del espécimen, recogida inadecuada del mismo,
manipulacion de la muestra inapropiado, crecimiento de otras bacterias u hongos,
falta de reconocimiento de la bacteria, sujetos vacunados, terapia antibidtica previa,

etc.
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La identificacion directa de B. pertussis en los especimenes nasofaringeos
mediante fluorescencia directa fue una alternativa diagnostica que surgid en la
década de los sesenta como respuesta a la dificultad del aislamiento, a los tiempos
largos de incubacién necesarios para el crecimiento de la bacteria (3-7 dias) y a la
no necesidad de bacterias viables para su realizacidn. Su calidad analitica
(sensibilidad y especificidad) resta mucho de ser la adecuada por lo que desde 1990
no es aceptada por el CDC para la admision del caso de pertussis en los sistemas

de vigilancia epidemioldgica.

La reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) es una alternativa diagndstica

emergente en fase de desarrollo..

Asi pues, la dificultad del diagndstico clinico (que ocasionara un importante
retraso en la sospecha del diagndstico y la peticiéon de confirmacion por el
laboratorio), junto con la pobre calidad analitica de los métodos bacteriolégicos han
originado, en los ultimos anos, el desarrollo y estudio de métodos que midan la
respuesta del huésped contra el agresor: [os anticuerpos. Estos tienen la gran ventaja
de aportar informacién correspondiente tanto a las infecciones clinicas, como a las

subclinicas.

E! diagndstico seroldgico tiene en la sensibilidad su mayor ventaja sobre el
diagnodstico bacteriolégico, aunque, légicamente, su especificidad no puede ser
superior. Los nuevos meétodos seroldgicos, que permiten descomponer la respuesta

inmunoldgica humoral, facilitan el estudio de la secuencia y evolucion de los distintos
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isotipos de anticuerpos y aportan una mayor sensibilidad y rapidez diagnostica a las

pruebas seroldgicas.

Los enzimoinmunoensayos e inmunofluorescencia indirecta son metodologias
con una calidad analitica muy similar. La eleccion de uno u otro método dependera
de la finalidad de su utilizacion. Los enzimoinmunocensayos, al ser faciimente
automatizables, permiten procesar un gran numero de muestras en un corto periodo
de tiempo. La inmunofiuorescencia indirecta es la metodologia ideal para la utilizacion
con una finalidad diagndstica, no precisando un numero determinado de
especimenes para obtener una ejecucién rentable. El empleo de la bacteria completa
como substrato reproduce mas fielmente las condiciones naturales de la reaccidn

huésped/invasor.

Una de las dificultades que existe en la interpretacién de una prueba de
laboratorio, reside en definir una referencia éptima con la que poder efectuar la
comparacion de los resultados. En el diagnostico serologico de pertussis, la primera
dificultad reside en tener la certeza, o al menos el conocimiento, de no estar
incluyendo sujetos con infecciones subclinicas en la cohorte de referencia. Un
conocimiento de esta situacion, lo mas aproximado posible, sélo se puede alcanzar
estudiando la evolucién de los anticuerpos dirigidos contra £. perfussis alo largo de
la vida de los individuos. Es por esto, por lo que se estudiaron las prevalencias y
concentraciones de anticuerpos en un amplio nimero de sujetos (2.589) del Area
Sanitaria 10 de Madrid, de donde procedieron las demandas del estudio de pertussis

por el laboratorio.
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En éste Area Sanitaria, el 83,9% de los recién nacidos, nacieron con
anticuerpos IgG dirigidos contra B. pertussisy con unos titulos superiores (media del
31,7%) a las concentraciones de anticuerpos de sus madres. Estos anticuerpos
experimentaron un rapido catabolismo, dando lugar a un descenso acusado de la
seroprevalencia y concentracién en los neonatos. La seroprevalencia fue del 66% y
la concentracion media representd el 13,5% de la concentracion media al nacimiento.
Las concentraciones de anticuerpos entre el momento del nacimiento y el comienze
de las vacunaciones (tres meses) van a estar definidas por una ecuacion de

regresion reciproca.

El poder protector que estos anticuerpos maternos ejercen sobre los necnatos
y lactantes sélo puede basarse en la observacidn clinica, puesto que no ha podido
relacionarse un titulo de anticuerpos con la proteccidon contra la infeccién. En la
muestra remitida con diagnodstico de presuncion de pertussis no se pudo confirmar
ningdn caso en los neonatos. Los primeros casos de tosferina se empezaron a

detectar a partir del mes de edad.

En el momento previo al comienzo del calendario de inmunizaciones se
observaron anticuerpos en et 19,8% (1.C.95%: 14,5%-25,1%) de los lactantes, a unos
titulos iguales o inferiores a la dilucién 1/40. Seria muy interesante estudiar en estos
lactantes seropositivos su respuesta a las distintas dosis de vacuna y sus posibles

implicaciones en una pobre respuesta de anticuerpos a la vacuna.
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Las respuestas de anticuerpos a las distintas dosis de vacuna se empezaron
a manifestar timidamente al mes de la primera inoculacidn en los isotipos 1gG e IgM.
La respuesta del isotipo IgA no se vio hasta los dos meses del estimulo antigénico.
Una respuesta importante de anticuerpos no se evidencid hasta la administracion de
la segunda dosis de vacuna, siendo esta respuesta, fundamentalmente, del isotipo
IgG. Los anticuerpos producidos como respuesta a las distintas dosis de vacuna van
a seguir aumentando hasta el tercero o quinto mes de haber finalizado el calendario
de inmunizaciones primarias contra la pertussis. La ecuacién que mejor define el
incremento de anticuerpos IgG en respuesta a las vacunas es una ecuacién de
regresion lineal entre los cuatro y los doce meses. Las seroprevalencias maximas se
observaron en los lactantes con edades comprendidas entre los diez y los doce
meses. En el isotipo |gG la seroprevalencia fue del 90,4% (1.C.95%: 85,5-95,3%),
aunque en un 26,7% de [actantes (1.C.95%: 19,1-34,3%) los titulos alcanzados fueron
iguales o inferiores al 1/40. Los otros dos isotipos, 1gA e IgM, se detectaron en el
27,9% (1.C.,95%: 20,4-35,4%) y el 52,9% (.C.95%: 44,6-61,2%) de los lactantes,
respectivamente. El titulo maximo que se alcanzé fue del 1/40 para la IgA y del 1/80
para la IgM. Esta pobre respuesta de los isotipos al calendario de inmunizaciones
serd de gran ayuda diagnostica ante la sospecha clinica de una tosferina. En este
ultimo supuesto, la respuesta de estos isotipos serd marcada en un numero

importante de pacientes.

A partir de los cinco o seis meses de finalizado el calendario de vacunaciones
se va producir un descenso impoertante de los anticuerpos, descenso que remeda

el catabolismo de los anticuerpos maternos en los lactantes. Tal catabolismo,
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también, viene definido por una ecuacién de regresidn reciproca, con un descenso
muy pronunciado hasta los dieciocho meses de edad y una posterior disminucion

suave y progresiva hasta los 10-15 anos.

No se pudo confirmar por el laboratorio ningdn caso con sospecha de
pertussis hasta pasados 23 meses de la finalizacion del calendario de vacunas. A
partir de los tres arios de edad, se comenzaron a confirmar por el laboratorio sujetos
remitidos con sospecha clinica de pertussis. Los distintos grupos, en que fueron
divididos los nifos hasta ios 15 afnos, presentaron una prevalencia media de
serodiagnostico de pertussis que oscild entre un 8% y un 25%. La menor prevalencia
serolégica de pertussis se observo entre los diez y los quince anos para producirse,
posteriormente, un fuerte incremento en los mayores de quince anos (adolescentes,

aduitos y tercera edad).

Aproximadamente, el 20% de los sujetos mayores de quince afios de la
muestra contro! presentaron una serologia compatible de pertussis. Esto lleva a
plantearse el papel desempefado por los adolescentes y adultos como reservorio,
y en la propagacion y mantenimiento de las infecciones por 8. perfussis. También,
seria interesante estudiar la duracién de la inmunidad producida después de una
infeccion natural. Hasta hace pocos afios se decia que la inmunidad conferida por
la infeccidn natural duraba toda o casi toda la vida. Con |os resultados obtenidos en
este grupo de edad (adolescentes y adultos), con el descenso de serodiagndsticos
de pertussis entre los diez y los quince afnos y con un caso de tosferina reinfectado

a los 24 meses del comienzo de la enfermedad, parece que ia inmunidad humoral
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producida por la infeccién natural, aunque de mayor duracion que la evocada por las
vacunas, puede empezar a desvanecerse en un periodo relativamente corto de

tiempo.

Como consecuencia del papel tan importante atribuido a los adolescentes y
adultos en la perpetuacion y transmision de la infeccidon, numerosos meédicos
recomiendan el uso periddico de vacunas en estos segmentos de edad cuando se
demuestre la existencia de una vacuna acelular segura y eficaz. El problema reside
en el escaso conccimiento de la patogenia de la enfermedad y del papel que la
respuesta inmunoldgica juega contra los distintos componentes de la bacteria para
prevenir el anidamiento, colonizacidn, produccién de sustancias tdxicas y la
enfermedad. Hasta la actualidad no se ha podido establecer una correlacién entre
el titulo de un anticuerpo especifico contra alguno de los componentes bacterianos

y la proteccidon contra la enfermedad natural.

De los 162 sujetos remitidos con la sospecha clinica de pertussis, en 51
(31,5%) se pudo demostrar por el laboratorio un diagndstico compatible con la
tosferina, en la mayoria de los casos por la serologia. Este porcentaje no difiere del
encontrado en otros paises con indices bajos de vacunacién, en donde los casos
con sospecha clinica de tosferina presentaron una clinica no modificada por la
vacunacion. De estos 51 sujetos, todos eran menores de quince afos, 25 fueron

ninas y 26 ninos.
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La distribucién de las peticiones por grupos de edades fueron las siguientes:
el 29,6% de las peticiones se hicieron a nifcs entre los cinco y los diez afos; el
28,5% se realizaron en lactantes menores de seis meses; un 16,7% correspondieron
a los 3-5 anos; 12,3% entre los 10-15 anos. El resto de las peticiones se distribuyeron
en otras edades. Esta demanda coincide con los picos de incidencia de la tosferina
esperados en un pais con altas tasas de vacunaciones, como el nuestro. La mayor
demanda se efectud en el primer semestre del afo (74,7%). El 47% de los casos

positivos se produjeron entre los meses de Enero a Marzo, ambos inclusive.

El mayor porcentaje de confirmaciones por el laboratorio del diagnéstico de
sospecha de pertussis se obtuvo en los pacientes con edades comprendidas entre
los 5y los 15 afos, en donde se pudc confirmar el 50% de los casos remitidos con
diagndstico de presuncién de pertussis. Parece ser que a estas edades los pediatras
van a tener menos dificultades para establecer un diagnéstico diferencial. No se
puede decir lo mismo de los lactantes menores de seis meses, ni de los ninos con
edades comprendidas entre los 3 y los 5 afos. La sospecha clinica de pertussis

pudo ser confirmada en el 20-25% de los cascs demandados.

No se pudo encontrar en la sintomatologia una ayuda diagndstica . La
duracién y caracteristicas de la tos no aportaron ningudn valor diagnéstico. No fue
posible demostrar una diferencia en la duracién de la tos entre los sujetos con
diagndstico positivo por el laboratorio y los que fueron negativos. En ambos grupos,
el tiempo transcurrido desde el comienzo de la tos hasta la solicitud del estudio fue

excesivo, B5,7 dias en los casos afirmativos frente a los 109 dias de los casos
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negativos. En los lactantes estos tiempos estuvieron muy acortados. Los casos
afirmativos tuvieron una duracién media de la tos de 15,2 dias. En los casos
negativos este tiempo fue mas corto, 12,05 dias. Aunque las caracteristicas de la tos
no parecen aportar una ayuda diagnéstica, una tos persistente, que empeora por la
noche, o después del ejercicio o de {a exposicién a bajas temperaturas, deberia

levantar la sospecha de pertussis.

Los vomitos inducidos por la tos tampoco pudieron demostrar una utilidad
diagnodstica. Estuvieron presentes en el 37,2% de los casos afirmativos frente al
43,2% de los negativos. Este sintoma era referido en la mayoria de los lactantes y en
la encuesta realizada a los padres era dificil precisar hasta que punto era un vomito

provocado por la tos 0 una pequena regurgitacion posterior a la toma del biberén.

En ninguno de los casos de pertussis confirmada por el laboratorio se pudo

observar una temperatura corporal superior a los 37,5°C.

De los estudios hematoldgicos, la linfocitosis y eosinofilia presentaron un valor
diagnéstico positivo y negativo respectivamente, estadisticamente significativo. Los
sujetos con serologia o cultivo positivo tuvieron una cifra media de linfocitos de
10.310/mm? frente a los 8.006/mm® de los negativos {t = 3,02). Mayor diferencia
estadistica (t = 5,3) se observd en los eosindfilos. La presencia de una cifra de

eosindfilos superior a 330/mm?® induce a excluir el diagndstico de tosferina.

No se detectd ninguna hipogiucemia en los casos estudiados.
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B. pertussis se aislé en cuatro sujetos, lo que represento el 2,5% de los sujetos
estudiados. Sobre los 51 sujetos con confirmacién de pertussis por el laboratorio,
estos cuatro cultivos positivos representd el 7,7%. De los cuatro cuitivos positivos,
dos correspondieron a lactantes, de tres y cuatro meses, y con una evolucidén de la
enfermedad de 7 y 20 dias, respectivamente. Los otros dos cultivos positivos
pertenecieron a dos nifas de 7 y 10 afos, vacunadas. Ambas tenian enn comun el no
estar tomando antibidticos y una evolucién de la tos de 4 y 7 dias, es decir, estaban
en la fase catarral de la enfermedad. Cuarenta y cinco nifios sobre los 51 con
pertussis confirmada por el laboratorio estaban tomando antibidticos en el periodo

previo a la solicitud del estudio, la mayoria de ellos amoxicilina.

La fluorescencia directa sobre especimenes nasofaringeos sélo aporté un

resultado positivo dudoso sobre los 162 sujetos del estudio.

Excepto en el 30% de los lactantes, en el resto de los individuos fue suficiente
un Unico suero para realizar el diagndstico serologico de pertussis. Un titulo de IgM
superior a la dilucidén 1/40 casi siempre sera diagnostico de una infeccion reciente,
Se detectd por encima de [a dilucidén 1/40 en el 80% de los lactantes no vacunados
y en el 48,8% de los nifios vacunados con diagnéstico compatible de pertussis. Se
empezd a observar a las tres semanas del comienzo de la sintomatologia, alcanzé
su pico maximo entre el mes y los tres meses, perdiendo su valor diagndstico a partir

del quinto/sexto mes.
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La IgA es el isotipo mas especifico para el diagndstico de las infecciones
causadas por B. pertussis. Aunque es producido por un pegueno porcentaje de
lactantes, 19,2%,, como respuesta a las distintas dosis de vacuna, su titulo raramente
alcanzé valores del 1/40 en el periodo de maxima respuesta a las inmunizaciones.
Su presencia por encima del rango de referencia siempre va a ser un indicador fiable
de infeccion por B. periussis, aunque solo se observo en el 40% de los lactantes y
en el 255% de los nifios vacunados. Se empezd a detectar a partir de las 4-8
semanas del comienzo de la tos, alcanzando su concentracion maxima entre los dos
y los tres meses de evolucion, para casi desaparecer entre el quinto y el sexto mes

del comienzo de la infeccion.

El isotipc 1gG es el que tuvo las mayores dificultades de interpretacién debido
a su frecuente presencia en los recién nacidos, la importante respuesta a las distintas
dosis de vacunas y a las infecciones subclinicas, y a su vida media mas larga que
los otros isotipos. Se hallé por encima del rango de referencia en el 90% de los
lactantes y el 72,5% de los nifos vacunados, con diagnéstico seroldgico compatible
de pertussis. Los incrementos de sus concentraciones se empezaron a observar
entre las 3 y las 5 semanas del comienzo de la sintomatologia. Su techo se mantuvo
entre los dos y los ocho meses, habiéndose detectado por encima del rango de

referencia mas alla de los 24 meses de evolucién de la enfermedad.

Por ultimo sefalar, que se detectaron anticuerpos dirigidos contra 8. periussis
en el 24,7% de las 162 salivas de los sujetos remitidos para el estudio de pertussis.

De estos 40 resultados positivos, 23 (45%) pertenecieron a sujetos con criterio
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serolégico o bacterioldgico de tosferina y los 17 (15,3%) restantes correspondieron
a los seroldgicamente negativos. Los anticuerpos encontrados fueron de los isotipos
IgA e IgG, no guardando ninguna reilacién con sus homdnimos séricos. Su utilidad
diagndstica parece residir mas en su capacidad excluyente de infeccién
(especificidad del 85% y valor predictivo negativo del 77%) que en su confirmacion,
maxime si se tiene en cuenta que se sintetiza exclusivamente en respuesta a la
infeccidén. Los anticuerpos secretores se empezaron a ver a partir del mes del
comienzo de la sintomatologia, detectandose la IgA mas alla de los tres meses del

comienzo y la 1IgG mas alla de los cinco meses.
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12, La pertussis es una enfermedad endémica
Las infecciones causadas por 8. perfussis presentan una amplia distribucién
entre la poblacidn general, incluso entre los sujetos vacunados, como se
puede inferir de la alta seroprevalencia (50-70%) y del importante porcentaje
de serodiagnosticos compatibles de pertussis (6-20%), en la muestra de

referencia estudiada..

22, Los recién nacidos presentan anticuerpos dirigidos contra B. pertussis
El 84% de los recién nacidos en el Area Sanitaria 10 presentaron anticuerpos
al nacer a unas concentraciones ligeramente superiores a las maternas. La
proteccidn conferida por estos anticuerpos parece no durar mas alia de un

mes.

32, Las infecciones por B. pertussis producen una sintomatologia atipica que
dificilmente se distingue de otras infecciones de las vias respiratorias
En un tercio (51/162), aproximadamente, de los casos remitidos para el

estudio de pertussis se pudo confirmar el diagndstico.

42, Se produce una excesiva especulacion del diagndstico de pertussis en los
lactantes menores de seis meses
El diagnédstico de pertussis pudo ser confirmado por el laboratorio en el 20%
de los estudios solicitados. El tiempo medio transcurrido entre el comienzo de

la sintomatologia y la demanda del estudio oscild entre los 12 y los 15 dias
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52 Los pediatras e internistas no piensan en la pertussis en los sujetos
vacunados
Esto origina una excesiva demora en la solicitud del estudio del laboratorio,

entre 86 y 109 dias.

()]
o

. La tosferina es escasamente diagnosticada
Los casos de pertussis confirmados por el laboratorio representaron menos

del 1,5% de los casos potenciales estimados.

N
1

. Necesidad del diagndstico de los casos atipicos
Es muy deseable diagnosticar los casos atipicos de pertussis ya que estos
casos parecen ser el reservorio principal para la transmision de la enfermedad

a los neconatos y lactantes.

o)
1]

. El aislamiento de la B. perfussis presenta importantes dificultades
B. pertussis se aisld en el 20% de los lactantes no vacunados y en el 4,8%
de los sujetos vacunados. Esta dificultad en el aislamiento de la bacteria radica
en la naturaleza patofisiologica de la infeccion. Los sintomas y signos
sugerentes de pertussis, cuando se producen, no ocurren hasta pasado tres
o cuatro semanas del comienzo de la enfermedad, en la fase de tos
paroxistica o persistente. Por el contrario, el aislamiento de la bacteria es mas

factible en la fase catarral de la enfermedad.
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92, Excesiva utilizacion de los antibidticos
E! uso de antibidticos previo a la toma del espécimen nasofaringeo afade
dificultad al aislamiento de la bacteria. El 88% de los sujetos remitidos para
estudio estaban tomando antibiéticos cuande acudieron al laboratorio. En el
50% de los sujetos, el antibidtico empleado fue la amoxicilina, lo que parece

seflalar la gran aceptacion social de este antibidtico.

102, La tosferina es infranotificada al sistema de vigilancia epidemioldgica
Las estimaciones realizadas en el Area Sanitaria 10 de Madrid ofrecen unos
porcentajes de declaraciones de pertussis que oscilan entre el 2,5% y el 6,6%

de los casos estimados.

112, La tosferina precisa de nuevas estrategias diagndsticas
Es imposible gue una sdla prueba diagndstica pueda ser lo bastante sensible
y especifica para detectar las infecciones por 8. perfussis en todas las fases

de la enfermedad.

122, La serologia complementaria del cultivo para el diagndstico de |a tosferina
Solamente los estudios seroldgicos pueden proporcionar la informacién sobre
la prevalencia de las infecciones por 8. pertussis. Sus datos son cruciales para
obtener un conocimiento lo més exacto posible de la epidemioclogia, incidencia

de pentussis y eficacia de las vacunas. La pertussis continla siendo una
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infeccién esquiva en términos de inmunidad, diagnostico y control a traves de

las vacunaciones.

132 Los isotipos IgA e IgM son los que aportan mayor especificidad diagnodstica
La escasa produccion en respuesta a las vacunas de los isotipos IgA (19%)

e IgM (30%) les hace sumamente Utiles para el diagndstico de pertussis.

142, Los anticuerpos secretores tienen un valor diagndstico excluyente
Su utilidad diagnostica parece residir mas en su capacidad excluyente de
infeccion (especificidad del 85% y valor predictivo negativo del 77%) que en

la confirmacion de la misma.

152, Las vacunaciones actuales proporcionan una inmunidad transitoria contra
la infeccidn
La inmunidad conferida por el calendario actual no parece proporcionar una
eficacia del 100% mas alla de los 30 meses de edad. A partir de los tres afos

de edad empiezan a aparecer casos con serodiagndstico compatible con una

pertussis.

162. Eficacia de la vacuna

En la valoracién de la eficacia de un calendario de inmunizaciones hay que
tener clara la finalidad del mismo. Es importante saber si se va a dedicar al

control o a la erradicacién de la enfermedad. Si la meta es reducir la
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mortalidad/morbilidad de la enfermedad, una vacuna sera eficaz si previene
la enfermedad. Si lo que se pretende es evitar o cortar la transmision y, en
ultima instancia, la erradicacion de la enfermedad, la eficacia de las vacunas

debe medirse en términos de proteccidn contra la infeccion.

172. Erradicacion de la tosferina con vacunaciones periédicas
La erradicacidn de la pertussis puede ser un objetivo ilusorio con las actuales
vacunas. Posiblemente, lo Unico que se pueda conseguir son cambios en las
edades de incidencia de la infeccién, dependiendo de los calendarios de

inmunizaciones,

182, Precauciones con las modificaciones epidemiolégicas provocadas por las
inmunizaciones
Mientras tanto, antes de provocar cambios epidemioldgicos por la
manipulacién de las inmunizaciones, hay que tener muy presente que el
segmento poblacional mas vulnerable estd constituido por neonatos y
lactantes. No se nos convierta la excesiva intervencion humana en una "

bomba de relojeria *, dejando desprotegido a este segmento de la poblacion.

192, Conclusién final
El viejo aserto de que cuanto mas se profundiza en un tema, mas
interrogantes se plantean, resulta ser también cierto para la relacion entre 5.

pertussis y el ser humano.
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