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SINTESIS

En Cuba se desconoce la seroprevalencia de anticuerpos contra Bordetella pertussis.
Se presentan los resultados de un estudio de corte transversal (noviembre 2021 -2022)
en un hospital pediatrico de La Habana para evaluar la seroprevalencia de 1gG contra
la toxina de pertusis (IgG anti-PT) en nifios de 5-18 afios de edad. De cada nifio se
obtuvo una muestra de sangre y se utilizd6 el sistema abl08709-Anti—
Bordetella pertussis IgG Human ELISA KIT (abcam, Reino Unido). Quedaron incluidos
239 niflos distribuidos en tres grupos: 77 de 5-9, 83 de 10-14 y 79 de 15-18 afios. Se
demostré una seroprevalencia baja de IgG anti-PT (34,7 %). La proporcion de nifios
con niveles protectores de anticuerpos fue estadisticamente superior en el grupo de
15-18 afios (61,4 % vs 19,3 % en los otros dos) (p=0,00). La menor seroprevalencia
de anticuerpos en los nifios entre 5 y 14 afos sugiere que en este grupo la
desproteccion contra la tosferina es mayor. Esta constituye la primera evidencia
autéctona que fundamenta la recomendacion de incluir en el esquema de vacunacion
en Cuba una dosis de refuerzo para su prevencion. Por el contrario, la demostracion
de una seroprevalencia superior en los nifios de 15 a 18 afos indica en estos la
existencia de anticuerpos residuales generados por la vacunaciéon o la ganancia de
inmunidad humoral por exposicion natural a B. pertussis, lo que sefiala a este grupo
de edad como posible reservorio y fuente de diseminacién de la bacteria hacia otros

grupos vulnerables.
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ADN:

CDC:

DPT:
DPTa:

dTpa:

ELISA:

FHA:

FIM:

Hib:

IPK:

OMS:

PCR:

PRN:

TBM:

TP:

UE:

ul:

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

acido desoxirribonucleico

acrénimo del inglés de Center for Control Disease; Centro para el

Control de las enfermedades.
vacuna contra difteria - tétanos - tosferina de células completas
vacuna contra difteria - tétanos - tosferina acelular

vacuna contra difteria (baja carga) - tétanos - tosferina acelular (baja
carga)
acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ensayo

por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
hemaglutinina filamentosa

fimbrias

Haemophilus influenzae b

Instituto Pedro Kouri

Organizacion Mundial de la Salud

acronimo del inglés de Polymerase Chain Reaction; Reaccion en

cadena de la polimerasa

pertactina
tetrametilbencidina
toxina pertussis
unidades ELISA

unidades internacionales
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I. INTRODUCCION

La tosferina, también llamada coqueluche o tos convulsa, es una enfermedad
respiratoria de notificacion obligatoria y prevenible por vacuna que afecta a todos los
grupos de edad, especialmente a menores de un afio. Su agente causal es
Bordetella pertussis, pero también pueden producirla Bordetella parapertussis,

Bordetella holmesii y Bordetella bronchiseptica.(®

B. pertussis es un cocobacilo Gram negativo, capsulado, inmdovil, aerobio facultativo
gue tiene al ser humano como unico reservorio. Las diferentes especies del género
comparten un grado elevado de homologia en el acido desoxirribonucleico (ADN)
para los genes relacionados con la virulencia, sin embargo, solo B. pertussis expresa

la toxina de la tos ferina o toxina pertussis (TP).() 2)

La tosferina es una infeccién reemergente aln en paises con amplia cobertura de
inmunizacion. Esto puede atribuirse a diferentes factores, entre estos: cambios a nivel
genético de los aislados de B. pertussis responsables de la enfermedad, una mayor
frecuencia de la enfermedad en los adolescentes y adultos, y a la disminucién en la

inmunidad generada por la vacunacién.®

En Estados Unidos, de acuerdo con el Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC; acrénimo del inglés de Center for Control Disease) en el 2012
se produce el brote mas grande reportado en los dltimos 50 afios, con mas de
48 000 casos.® @), Segun publica la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el
Global Health Observatory Data en el 2011 se producen 173 441 casos por tosferina
en nivel global, y en el 2021 se contabilizan alrededor de 28 843, de ellos, 6714 en
Las Américas (Anexo 1). ® La tosferina sigue siendo un problema de salud en el

mundo de hoy.

La susceptibilidad frente a B. pertussis es universal. Ni la infeccion natural ni la
vacunacioén confieren inmunidad duradera por lo que las reinfecciones son frecuentes.
La inmunizacion activa contra B. pertussis permite reducir la carga de la enfermedad

y de manera significativa la mortalidad. Segun el esquema de vacunacion que aplique



cada pais se inmunizan a los recién nacidos y lactantes, quienes por su corta edad
se contagian a partir del entorno familiar. Se recomienda para ello la aplicacion de
tres dosis de una de los dos tipos de vacunas actualmente disponibles: la de células
enteras atenuadas de B. pertussis (DPT) o la vacuna acelular, que contiene diferentes
componentes de la bacteria (DPTa), ambas en combinacién con el toxoide tetanico y
diftérico. Estas son igualmente seguras y eficaces pero la DPTa se asocia con menos
efectos adversos y niveles de eficacia superiores al 80 %; sin embargo, no confiere
proteccion frente a infecciones por B. parapertussis.® ©

Desde hace algunos afios se discute la necesidad de modificar las pautas de
vacunacion para la prevencion de la tosferina pues multiples estudios comunican un
aumento de su incidencia y la vigilancia seroepidemiolégica a nivel global demuestra
amplia circulacién de B. pertussis, independientemente del calendario de vacunacion
gue usen los paises y de las coberturas de vacunacion que alcanzan. Para ello se
propone incorporar una dosis de refuerzo para proteger a los adolescentes y adultos
jovenes, quienes constituyen fuente de contagio para los lactantes y recién nacidos.
(>-9) Estos dos ultimos grupos son los mas afectados y tienen el mayor riesgo de
padecer tosferina con complicaciones graves, como convulsiones, neumonia,

encefalopatia y una leucocitosis marcada. ©

Tras la infeccién primaria con B. pertussis se produce un aumento significativo de
anticuerpos IgG e IgA frente a la TP, la hemaglutinina filamentosa (FHA) y otros
antigenos. Sin embargo, los anticuerpos frente a la TP (Unico antigeno especifico
para B. pertussis) solo se producen en el 80-85 % de las personas infectadas. Las
estimaciones sobre la duracidén de estos son muy variables (entre 3 y 20 afios) lo que
depende entre otros factores del tipo de vacuna recibida. Esto, unido a los cambios
genéticos y de expresion en los factores de virulencia en los aislados de
B. pertussis circulantes en la actualidad, conduce a cambios significativos en la

efectividad de la vacunacion. 9

En una infeccion primaria por B. pertussis se forman anticuerpos de las clases IgM,
IgA e IgG durante la segunda semana de la tos convulsiva. Los anticuerpos del tipo

IgM persisten durante 2-3 meses y su demostracion es Util para la deteccién temprana
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de infecciones recientes en nifios de menos de 6 meses. Los anticuerpos IgA se
mantienen durante 4-6 meses pero no se producen en los lactantes de menos de 3
meses. Por otro lado, los anticuerpos IgG alcanzan el nivel maximo después de 6-8

semanas y permanecen detectables hasta la edad adulta.?

La seroepidemiologia es una herramienta poderosa que se utiliza para controlar la
eficacia de vacunacion e identificar los grupos de edad que contribuyen a la
transmision de la enfermedad. Los niveles de anticuerpos IgG
anti-B. pertussis se utilizan para el control del éxito de la vacunacion; ayudan a
evaluar el nivel de inmunidad e identificar la poblacion objeto de la vacunacion de

refuerzo.@b

1.1 Situacion de la tosferina en Cuba

En Cuba, en el periodo 1962-1969, la estrategia fundamental para la prevencion de
la tosferina consistio en la ejecucion de dos grandes campafias masivas de
vacunacion con DPT de la poblacion menor de seis afios de edad que se realizaron
durante los afios 1962, 1963 y 1969. En la primera se logré una cobertura del
49,1 % y en la segunda ascendié a un 72,5 %. La estrategia actual, que comenzé en
1964, se fundamenta en un programa permanente de vacunacién a todos los nifios
menores de dos afios, con cuatro dosis de DPT. La cobertura de vacunacion a partir
de 1969 experiment6 una franca tendencia ascendente, hasta situarse en el presente,
por encima del 95%. En 2006 se comienza a aplicar la vacuna pentavalente, que es
una vacuna combinada contra difteria, tosferina, tétanos, hepatitis B y
Haemophilus influenzae tipo b (Hib). De esta se administran tres dosis durante los
seis primeros meses de vida. Se aplica a partir de los 2 meses de edad, con un
intervalo de 8 semanas entre las dosis (a los 2, 4 y 6 meses) y una dosis de refuerzo

a los 18 meses de edad (reactivacion).(?

En 1961, luego de la introduccion de la vacuna de tosferina en el programa nacional,
la incidencia de la enfermedad fue de 2,8 x 10° habitantes. En el 2016 no se notifican

casos y se informa una cobertura de vacunacion de 99,9 %.



La determinacion de la implicacion de B. pertussis en la etiologia de casos de
sindrome coqueluchoide no se informa por considerarse una enfermedad eliminada,
el diagndstico de laboratorio a lo largo del pais no se realiza y por ende no se vigila.
(12) 13) Sin embargo, eventualmente se registran casos que por la clinica remedan a
la tosferina. Por ejemplo, entre el 2010-2012, partir de una investigaciéon conducida
en el Instituto "Pedro Kouri™ (IPK) en colaboracién con el hospital pediatrico “Juan
Manuel Marquez”, se obtienen evidencias de casos de tosferina tanto entre nifios
vacunados como no vacunados pero se desconocen si estos se asocian a la

disminucion de los niveles de anticuerpos generada por la vacunacion. 4 (15

Si bien es cierto que la vacunacion es eficiente para prevenir la tosferina, esta no evita
la circulacién de la bacteria en la poblacion. Inciden en esto diversos factores cuya
identificacion es igualmente importante, entre ellos el tipo de vacuna utilizada en cada
pais, las coberturas alcanzadas y las variantes genéticas de las cepas circulantes que
escapan a la inmunidad generada por la vacunacion. ©)19, Esto es evidente a partir
del 2002 muchos paises de América Latina con el aumento de casos de tosferina que
se notifican; sin embargo, los efectos de la enfermedad en la region son inciertos
debido a la poca cantidad de datos publicados sobre las muertes y hospitalizaciones,
a las diferencias especificas de cada pais en las definiciones de casos y a la
variabilidad en las practicas de las pruebas de diagndstico .

El aumento reciente de casos de tosferina informados, en un contexto de incidencia
variable, destaca la necesidad de reforzar el diagnostico y la vigilancia para
monitorear y estimar las tendencias epidemioldgicas en toda la region. 16 17 | os
estudios seroepidemioldgicos destacan en este sentido como una valiosa
herramienta porque a partir de sus resultados se puede inferir la ocurrencia de
infecciones asintomaticas; en consecuencia son un indicador mas eficiente de la

prevalencia real de la enfermedad, no solo para la tosferina. 18

En Cuba, aunque la vacuna celular que se utiliza contiene tres cepas diferentes de
B. pertussis (cepas 134, 165 y 509, previamente inactivadas y absorbidas en gel de
hidréxido de aluminio con timerosal) 19, lo que asegura cierta variabilidad antigénica,

ante el informe de casos esporadicos de la enfermedad se impone la implementacion
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de una vigilancia activa. En este sentido resultaria Gtil una encuesta de la
seroprevalencia de anticuerpos contra la TP en la poblaciéon vacunada e identificar
los grupos en los que los niveles de estos son inferiores, asi como verificar el
comportamiento seroepidemiolégico que en otras regiones del mundo se describe
para los adolescentes. Esto contribuiria a prevenir y estratificar el riesgo del

incremento de la incidencia de la tosferina en el pais.

A través del presente estudio se propone una aproximacion al tema explorando la
seroprevalencia de anticuerpos protectores para la tosferina en la poblacién infantil
cubana vacunada, a partir de la determinacién de anticuerpos contra la TP en una

muestra de nifios entre 5y 18 afios de edad.

1.2 Objetivos

Demostrar proteccion para la tosferina en un grupo de nifios de 5 a 18 afios de edad

ingresados en un hospital pediatrico de La Habana.
Objetivos especificos

1. Determinar la seroprevalencia de IgG contra la toxina de B. pertussis en una

muestra de los nifios (5-18 afios) ingresados en un hospital pediatrico de La Habana.

2. Asociar los niveles de anticuerpos de IgG contra la toxina de B. pertussis y la edad

de los nifos.

3. Explorar la frecuencia de factores de riesgo para contraer una infeccion por
B. pertussis o para desarrollar complicaciones en los nifios en los que se demuestren

bajos niveles de IgG anti-PT.
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IIl. MARCO TEORICO

2.1 Epidemiologia de la tosferina

La tosferina es una enfermedad infectocontagiosa e inmunoprevenible causada
fundamentalmente por B. pertussis, un cocobacilo aerobio, Gram negativo,
pleomorfico, no movil, que afecta exclusivamente al ser humano. Se transmite por via
respiratoria a través de las secreciones de las personas infectadas y también pueden
producirla B. parapertussis, B. holmesii y B. bronchiseptica pero
B. pertussis es la especie que ocasiona mayor morbimortalidad. @ 9 Las bacterias
se adhieren a los cilios del sistema respiratorio superior donde liberan la TP,
responsable de la inflamacién, el estridor y los accesos de tos prolongada
caracteristicas de la enfermedad. Tras su descripcion en 1578 por Baillou, durante
una epidemia en Paris, la enfermedad recibe diversos nombres segun el pais y la

época en que se produce; por ejemplo: tos de barbilla, coqueluche, pertussis. ¢

En la era prevacunal las epidemias de tosferina ocurrieron a nivel mundial siguiendo
un patrén ciclico, con picos de incidencia cada 2 a 5 afos, afectando principalmente
a los nifios. Pese a la vacunacion sistematica actual con DTP, la tosferina sigue
siendo una enfermedad que produce altas tasas de morbimortalidad incluso en
naciones con una elevada cobertura vacunal, en las que se observa una
reemergencia de la enfermedad. Entre los factores que condicionan el aumento de
su incidencia se postulan la pérdida de inmunidad efectiva afios después de la
vacunacion, la aparicion de cambios antigénicos de las cepas circulantes y la mejora

en los sistemas de diagndstico y vigilancia epidemiolégica. (b )

En la fase catarral inicial la tosferina es facilmente transmisible, con una tasa de
ataque secundaria de hasta el 90 % en personas no inmunes que mantienen contacto
en el hogar con el enfermo. Los pacientes que no reciben tratamiento pueden
contagiar la enfermedad durante tres semanas 0 mas a partir de la apariciéon de los
accesos de tos caracteristicos, aunque el riesgo de transmision disminuye
rapidamente tras la fase catarral. Son poco habituales los portadores cronicos y
asintomaticos de B. pertussis. El desenlace clinico de la tos ferina depende de

6



factores como la edad y el estado de vacunacion. Aunque la mayoria de los casos
clinicamente reconocibles aparecen en nifios de 1 a 5 afios, los casos notificados de
la forma grave de la enfermedad y de fallecimientos corresponden principalmente a
lactantes. En nifios mayores, adolescentes y adultos, la tosferina no suele detectarse
debido a que con frecuencia se desarrolla de forma atipica y son precisamente estos
grupos los que se constituyen en una fuente importante de infeccién de los lactantes

vulnerables. 6

La enfermedad y la muerte debido a la tosferina se producen con mayor frecuencia
en los lactantes, en particular en los menores de 6 meses de edad. No obstante,
existen pocas estimaciones sdlidas acerca de su incidencia y de las muertes que
produce debido a la falta de datos de vigilancia fidedignos y de la capacidad de
diagnéstico. Por ejemplo, en América Latina, donde desde el 2002 muchos paises
informan un aumento en la cantidad de casos (Figura 2.1), los efectos de la
enfermedad son inciertos debido a la poca cantidad de datos publicados sobre las
muertes y hospitalizaciones, a las diferencias especificas de cada pais en las
definiciones de casos y a la variabilidad en las practicas de las pruebas de
diagnéstico. 18 (17) Esta situacion destaca la necesidad de reforzar la capacidad

epidemioldgica y de diagndstico en toda la region. 22

2.2. Vacunacion.

La vacunacion es la estrategia preventiva principal para el control de la tosferina;
protege frente a la enfermedad aunque no reduce la circulacion de B. pertussis. 23
Esta incluida en todos los calendarios de vacunacion de los diferentes paises del
mundo y junto con las vacunas frente a difteria, tétanos y polio, es parte de la
vacunacion basica que reciben la gran mayoria de los nifios ¢4, Se recomienda para
ello la aplicacién de tres dosis de una de las dos vacunas actualmente disponibles, la
DPT o la DPTa. ®©®)
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Figura 2.1 Numero de casos y tasa de incidencia de tosferina en la Region de
las Américas, 1978-2017.

Fuente: Sabin Vaccine Institute. Taller de tos ferina en América Latina: Resumen de

procedimientos. Washington, D.C.; 2019.

2.2.1 Tipos de vacunas. Eficacia, inmunogenicidad y perfil de seguridad.

Se trata de una vacuna inactivada con diferentes tipos de presentacion segun el tipo
de antigeno inmunizante que contenga: a) la DPT o vacuna de células enteras se
basa en cultivos estandarizados de cepas seleccionadas de B. pertussis que se
inactivan por calentamiento y con formol; b) la DPTa o vacuna acelular contiene uno
0 mas de los antigenos purificados de la bacteria: TP, hemaglutinina filamentosa
(HAF), la pertactina (PRN) y las fimbrias (FIM) tipo 2 y tipo 3. 29

La vacuna DPTa puede a su vez ser de carga antigénica estandar o baja, segun se
utilice en la primovacunacion o como dosis de refuerzo en adolescentes y adultos,

respectivamente.



En la Tabla 2.1 se resumen los tipos de vacunas comercializados actualmente para

prevenir la tosferina y su composicion antigénica.

Tabla 2.1 Tipos de vacunas comercializados actualmente para prevenir la

tosferinay su composicion antigénica.

VACUNAS COMPOSICION DE ANTIGENOS
DPT Difteria - tétanos - tosferina de células completas
DPTa Difteria - tétanos - tosferina acelular

DPTa Hib Difteria - tétanos - tosferina acelular - H. influenzae b

DPTa Hib-Polio Difteria - tétanos - tosferina acelular - H. influenzae b -

poliomielitis

DPTa Hib-Polio-HB | Difteria - tétanos tosferina acelular - H. influenzae b -

poliomielitis - hepatitis B

dTpa Difteria (baja carga) - tétanos - tosferina acelular (baja

carga)

La incidencia de reacciones adversas inducidas por la vacuna, tanto de tipo local
como sistémicas ha disminuido con el uso generalizado de las vacunas DPTa. Entre
las mas frecuentes se describen el dolor, tumefaccion y enrojecimiento en el lugar de
la inyeccion, fiebre y agitacion. El llanto prolongado e inconsolable y las convulsiones
febriles se producen en menos de un caso por cada 100 dosis de vacuna
administrada. Para eventos como el sindrome de muerte subita de los nifios, que
también se atribuye al empleo de estas vacunas, no existen resultados que puedan
indicar una relacion causal y para otros desordenes la evidencia es insuficiente como
para extraer conclusiones contundentes que lleven a la no recomendacion del uso de

estas formulaciones. @4

En adolescentes y adultos la administracion de una dosis de vacuna de DPT de baja

carga (dTpa) es bien tolerada, independientemente de las dosis previas de vacuna



DPT o de difteria-tétanos que haya recibido; los sintomas que aparecen son menores

y ceden de forma espontanea. %

La indicacion reciente con dTpa en embarazadas en diferentes paises ha demostrado
gue la vacuna es segura, tanto para la madre como para los neonatos de madres

vacunadas. 26 27)

El mecanismo de actuacion de las vacunas frente a la tosferina no se conoce
totalmente, y aunque sus componentes estimulan la generacion de anticuerpos
protectores no existe ningun parametro que indique el nivel de proteccion adecuado.
Los expertos consideran que niveles elevados de TP y PRN se correlacionan con
niveles de proteccion @8 29, En estudios mas recientes en primates se observa que
la infeccion natural y la vacuna de células enteras inducen respuesta Thl y Th17
mientras que las vacunas acelulares inducen predominantemente respuesta de
células Th2. Parece que la inmunidad que confieren las células Thl y Thl7 se
relaciona con la capacidad de eliminar B. pertussis de la mucosa del tracto
respiratorio, por lo que las vacunas acelulares tendrian una capacidad mas reducida
para prevenir la infeccion y la transmision que la infeccidn natural o la vacunacion con
DPT. (23) (30)

La vacuna DPT tras su amplia utilizacién durante décadas demostré una efectividad
del 89 al 96 % para prevenir la tosferina en nifios. @Y. Las reacciones sistémicas y
locales asociadas a la vacuna de células completas llevaron a la introduccion de
vacunas DPTa entre los afios 70-90 en la mayoria de los paises europeos. Parece
ser que la eficacia de la vacuna varia segun el nimero de antigenos que contiene,
siendo mayor cuanto mas antigenos incluye. La eficacia de DPTa de tres
componentes 0 mas oscila entre el 84 - 85 % para prevenir la tosferina tipica y entre
el 71 - 78 % para la tosferina leve; mientras que la eficacia de las vacunas acelulares
con uno o dos componentes antigénicos oscila entre 95 - 75 % para la tosferina tipica
y entre 41 - 58 % frente a la forma leve. Las vacunas acelulares presentan menos
efectos adversos que las completas, tanto en la primovacunacion como en las dosis

de refuerzo. 32
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La inmunidad que confiere tanto la vacunacion como el padecer la infeccion no es
permanente y disminuye con el tiempo. Se estima que la proteccién tras padecer la
infeccion es mas duradera que la inducida por vacunacion desde la ultima dosis
recibida. La pérdida de proteccion con el tiempo justifica que se tengan que

administrar dosis de refuerzo en adolescentes y adultos. 3

La proteccion de la vacuna dTpa que se administra como dosis de refuerzo en nifios
a partir de 4 afios, adolescentes y adultos es similar a la inducida por la vacuna
DPTa. @4 La eficacia de una dosis administrada en adultos se estima en el
92 % (IC 95 %: 32-99 %). 3

Los calendarios de vacunacion frente a tosferina difieren entre paises. En la mayoria
de ellos se utilizan las formulaciones acelulares de vacuna, aunque la DPT se
continGia utilizando en paises de Africa, América del Sur, Europa del Este, Sudeste

asatico y Oceania. ¥

La proteccion que proporcionan las pautas de primovacunacion con dos y tres dosis
es comparable pero hay aspectos relacionados que pueden tener un gran impacto en
la morbilidad en nifios, como el momento de administracién de la primera dosis, el
intervalos de tiempo entre dosis y la administracion de la primera dosis de refuerzo.
El momento de la administracion de la primera dosis justo el dia que toca (vacunacion
“en tiempo”) se asocia con una reduccién del riesgo de infeccion y el intervalo de
tiempo de dos meses entre dosis ha demostrado ser el mas adecuado por presentar
menos interferencia en la respuesta inmunoldgica a los diferentes antigenos que se
administran. Sin embargo, el momento de administracion de la dosis de refuerzo
parece no ser determinante, como lo demuestra el que en los calendarios de
vacunaciéon varie entre 10 y 24 meses sin que haya diferencias en la
proteccion. 3% G7)  Este puede variar de acuerdo con el contexto y es alin un tema
importante de investigacion que debe acompanarse de todos los esfuerzos posibles

para mejorar la potencia de las vacunas contra la tos ferina.
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2.2.2 Coberturas de vacunacion

La cobertura de vacunacién es uno de los indicadores utilizados para evaluar y
monitorizar los programas de vacunacion. Se estima que en el caso de la tosferina

una cobertura vacunal entre el 92 y el 95 % mantendria la inmunidad de grupo. 8

La cobertura de vacunacion en la region de Las Américas con tres dosis alcanza en
el 2020 el 85 % pero se estanco y desde el 2016 tiene una tendencia decreciente. La
situacion epidemioldgica generada por la pandemia de Covid-19 contribuye a esta

disminucion 9,

En Cuba se notifica una cobertura del 99,9 % pero se impone el desarrollo de
formulaciones vacunales nuevas a partir de cepas genéticamente atenuadas con una
mayor y mejor expresion de los determinantes antigénicos. Otra perspectiva es

considerar el disefio de nuevas vacunas acelulares. (12 (13) (19)

2.2.3 Otras estrategias de vacunacion

La actual situacion epidemioldgica, en la que ademas de alta incidencia en los nifios
menores de un afio se observa un aumento de casos en la poblacién adolescente y
adulta, plantea la necesidad de estrategias de vacunacion alternativas con el objetivo
de controlar la infeccion de forma efectiva y desarrollar inmunidad de grupo. Para ello
las propuestas de vacunacion se extienden a otros grupos de la poblacion (Tabla 2.2);
estas son: vacunacion del neonato, la embarazada, estrategia del nido, vacunacion

de los adolescentes y el personal sanitario. “9)

La estrategia de vacunar a los neonatos seria de facil implementacion en los centros
hospitalarios pero no ha sido utilizada aun en ningun pais pues las vacunas
actualmente disponibles estan autorizadas para administrarse a partir de las seis
semanas de vida. Por otro lado, los estudios realizados sobre la vacunacion con una
dosis de DPT al nacer revelan respuestas inferiores a cuando la vacunacion se inicia
semanas después; y que administrar una dosis de DPTa induce una respuesta
inmune precoz pero que interfiere con la efectividad de los otros antigenos

administrados al mismo tiempo (difteria, hepatitis, Hib). (41-44
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La vacunacion de la embarazada se plantea como una estrategia efectiva y segura
que ofrece doble proteccion: directa por transferencia de anticuerpos al feto, e
indirecta, protegiendo a la madre de la enfermedad y evitando asi el contagio del
recién nacido “%). Resulta coste-efectiva y se ha ido incorporando cada vez en mas

paises. (46-49)

Tabla 2.2 Objetivos de las estrategias de vacunacion alternativas para la

prevencion de la tosferina.

ESTRATEGIA OBJETIVO PRIMARIO OBJETIVO SECUNDARIO

Neonatal Reducir la morbilidad en neonatos

Embarazada | Proteccion a neonatos por paso Reducir la morbilidad en
transplacentario de anticuerpos embarazadas
protectores

Reducir transmision de la madre

al recién nacido

Estrategia de | Reducir la transmisién a neonatos | Reducir la morbilidad en

nido familia y convivientes

Adolescentes | Reducir morbilidad en Desarrollar inmunidad de
adolescentes grupo

Universal Reducir morbilidad en adultos Desarrollar inmunidad de

adultos grupo

Personal Reducir morbilidad en personal Reducir la transmision a

sanitario sanitario pacientes susceptibles

La estrategia del nido consiste en inmunizar en el postparto inmediato a las madres y
a otros miembros de la familia del recién nacido para protegerlo de manera indirecta
hasta su vacunacion pues estos se consideran la principal fuente de contagio. Los
modelos de transmision predicen que con esta estrategia bien implementada se
reduciria la incidencia de casos graves de tosferina infantil en un 50 %. ©9 Sin
embargo, los estudios de coste-efectividad de esta estrategia muestran resultados
controvertidos. (“6) (51) (52)
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La vacuna de los adolescentes tiene por objetivo principal ademas de proteger a los
propios adolescentes, aumentar la inmunidad de grupo y en teoria disminuir el riesgo
de transmision a los nifios menores de un afo de edad. Los adolescentes ven
aumentado su riesgo de infeccién, por la pérdida de la inmunidad adquirida por la
vacunacion en la infancia, y por la exposicion a contactos con nuevos compaferos

con los cambios a los centros de educacion de secundaria. ©

La OMS en su informe de 2015 indica que la decision de introducir la vacunacion de
los adolescentes deberia depender de la epidemiologia local, las estimaciones sobre
la contribucién de los adolescentes como fuente de infeccion de los nifios menores
de un afio y la seleccion de los adolescentes y adultos como objetivo de vacunacion.
Sin embargo no se encontrd evidencias suficientes para apoyar su implementacion
con el objetivo de prevenir la tosferina grave en niflos menores de un afio
de edad. @Y

Es facil de implementar, por ser accesibles en el ambito escolar 3. Ademas los
diferentes estudios econdmicos realizados obtienen que es una estrategia coste-
efectiva ®4. Sin embargo, tiene poco impacto en la proteccion de los nifios menores
de un afio de edad % (6, Una de las posibles razones podria ser la baja tasa de

contacto social entre los dos grupos de edad.

La estrategia de la vacunacion universal del adulto tiene como objetivo reducir la
incidencia de la infeccién en ellos y el desarrollo de la inmunidad de grupo pero el
costo economico de administrar una dosis de refuerzo cada 10 afios es elevado. Sin
embargo, se estima que lograria prevenir entre 1,3 y 6,5 millones de casos de

tosferina en una década 7.

Por su parte, la vacunacion del personal sanitario ademas de reducir el riesgo de
infeccion a pacientes y a otros miembros del personal de salud, ahorraria dinero. A
nivel mundial se registran numerosos brotes hospitalarios, algunos en unidades
neonatales, en los que justamente el personal de salud se ha expuesto e infectado, o0
ha sido la fuente de contagio ©8. Al coste total de un brote hospitalario de tosferina
(tratamiento de los casos y profilaxis de los contactos) se suman los costos del

personal por baja laboral 9.
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2.3 Vigilancia epidemioldgica de la tosferina

La vigilancia epidemioldgica de la tosferina permite, ademés de estimar su magnitud,
analizar e interpretar los datos con el objetivo de guiar las intervenciones de salud
publica e investigacion epidemiolégica que ayuden a reducir la morbilidad y la

mortalidad. Se utilizan para ellos diferentes sistemas de vigilancia ¢,

En los sistemas de vigilancia pasiva los profesionales sanitarios, clinicos o de
laboratorios de microbiologia, informan de los casos detectados a los servicios de
vigilancia, los cuales actian cuando reciben dicha informacion. En los sistemas de
vigilancia activa los servicios de vigilancia hacen una buUsqueda intencionada de
casos a través de los registros sanitarios y en los de vigilancia centinelas un grupo
seleccionado de profesionales en centros hospitalarios y de atencién primaria se

compromete a reportar los casos que detecten 61,

2.3.1 Papel de la serologia en el diagndéstico de la tosferinay en la vigilancia de

la seroprevalencia de anticuerpos contra B. pertussis

El manejo efectivo de los brotes de tos ferina requiere un diagnostico agil para adoptar
las medidas necesarias. Estas comprenden el tratamiento de los casos, la
quimioprofilaxis de los contactos y la vacunacion de los susceptibles. Para ello es
preciso disponer de métodos diagndsticos lo suficientemente sensibles y especificos.
Los procedimientos empleados para el diagnostico de tosferina pueden agruparse en
dos categorias: metodos directos, basados en el aislamiento de la bacteria, o en la
deteccién de alguno de sus componentes (cultivo, inmunofluorescencia directa,
reaccion en cadena de la polimerasa [PCR]) y métodos indirectos en los que el
diagnostico se realiza mediante la determinacion de la respuesta inmunitaria

especifica del paciente (serologia). (¢2

Los estudios de seroprevalencia permiten obtener informacion sobre la persistencia
en el tiempo de los anticuerpos generados tras la vacunacion o tras una infeccion
natural en una poblacion especifica. Esta informacion es de utilidad en la evaluacion
de los programas de vacunaciéon y para conocer la magnitud de la infeccién por

microorganismos de interés para la salud publica. Sus resultados se utilizan en la
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toma de decisiones sobre las politicas y estrategias para la prevencion y el control de

la esas enfermedades ©3).

La infeccion por B.pertussis es seguida del incremento en la concentracion sérica de
los anticuerpos IgA, IgG e IgM contra antigenos especificos, fundamentalmente: TP,
HFA, PRN, FIM y la toxina adenilato ciclasa; pero la TP es el mas utilizado porque es
especifico de la especie. La metodologia ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay; ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas) es la mas
utilizada tanto para el diagnéstico serolégico de la tosferina como para la vigilancia
de la seroprevalencia. En general, las clases de anticuerpos mas usados con fines
diagndsticos de Bordetella spp. son las inmunoglobulinas tipo IgG e IgA, lo que puede
resultar especialmente Gtil posterior a la antibioterapia y cuando el cultivo y la PCR

no se encuentran asequibles o aportan resultados negativos ¢4,

La interpretacion de los resultados obtenidos mediante las pruebas seroldgicas debe
ser cautelosa y siempre respaldada por la historia clinica del paciente. Su rendimiento
puede variar en funcion del tipo de antigeno utilizado, la clase de inmunoglobulina
investigada y el estado de vacunacién de la poblacion estudiada. Un inconveniente
no resuelto por el momento en el diagndstico serolégico de tosferina radica en la
dificultad para comparar los resultados aportados por diferentes ensayos, aln en caso
de utilizar el mismo antigeno. Esto es evidente en estudios de seroprevalencia en los
gue se ha observado una pobre correlacion mediante el uso de diferentes Kits.
Ademas, no se dispone de un estandar de referencia de la OMS para cuantificar el

titulo de anticuerpos. 62

La respuesta seroldgica tras la inmunizacién activa depende del tipo de vacuna
empleada. Mientras que después de la infeccién la produccion de IgG va dirigida
fundamentalmente a TP y HFA, cuando se administra la vacuna clasica de células
completas la actividad se dirige principalmente hacia las FIM y proteinas de
membrana externa. Aunque tanto en estudios de inmunogenicidad post vacunal como
de brotes se demuestra que existe una correlacion significativa entre la presencia de
IgG frente a PRN, FIM tipo 2 y 3, TP y HFA, la existencia de anticuerpos séricos

previos a la exposicion no protege absolutamente de la enfermedad. La respuesta
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inmunitaria a B. pertussis parece ser multifactorial y otros aspectos como la inmunidad
mediada por células pueden estar relacionados con el estado de proteccion. Para el
diagnaostico seroldgico de la infeccion natural se recomienda el uso de los antigenos
de TP y HFA. Los anticuerpos IgG-TP e IgG-HFA son detectables después de la
infeccion y tienden a desaparecer en un periodo de aproximadamente 5 afios. Los
titulos residuales de estos anticuerpos en la poblacién general no vacunada pueden

indicar reinfecciones frecuentes. (¢2)

Considerando la presencia de anticuerpos anti-TP como referencia, menos de la
mitad de los expuestos a casos de tosferina confirmados por cultivo muestran
anticuerpos antipertactina o antifimbrias. No obstante, algunos autores sugieren que
si bien la deteccion de anticuerpos frente a TP es el marcador de eleccién de la
infeccion en nifios, la determinacién de IgG frente a fimbrias tipo 2 y 3 puede ser muy
atil para el diagnostico en adultos. La deteccion de anticuerpos anti-TP y anti-HFA es
muy sensible en pacientes con enfermedad clasica, en particular en infecciones
primarias; sin embargo, en cuadros menos caracteristicos registrados en sujetos
vacunados resulta menos util. Por otra parte, la IgG-HAF se puede generar en
respuesta a infecciones causadas por otras especies como B. parapertussis o incluso
otros géneros bacterianos (cepas no encapsuladas de Hib, Escherichia coli y
Vibrio cholerae). Por este motivo, la seroconversion frente a este antigeno no se suele
considerar diagndstica a menos que aparezca en casos con una sintomatologia muy
definida. En el caso de los anticuerpos anti-PRN y anti-FIM, no se demuestra
reactividad cruzada con otras bacterias. No obstante, estos antigenos poseen

secuencias de aminoacidos homdlogas con otras especies. 62

Los anticuerpos de la clase IgA dirigidos para los diferentes antigenos de
B. pertussis raramente aparecen tras la vacunacion y se han empleado como
indicadores de infeccion. Su demostracion en un paciente con historia clinica
compatible con tosferina conforma la definicion de caso establecida en algunos
paises como Australia. Su utilidad es mayor en nifios mayores y adultos, ya que en
nifos muy pequenos es posible que la IgA especifica no sea detectable debido a una

demora en su produccion por inmadurez inmunoldgica. Sin embargo, dado que en
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casi la totalidad de los casos en los que se registra una elevacion en los titulos de
esta clase de anticuerpos también aparece un incremento en los niveles de IgG, la
deteccion de IgA parece no contribuir en gran medida a mejorar el rendimiento del
diagnadstico serologico. Asimismo, la deteccion de IgM frente a Bordetella spp. parece
carecer de una adecuada especificidad y su empleo como elemento de diagnéstico

debe revisarse. 62

La confirmacion tradicional del diagnostico serolégico se lleva a cabo mediante la
demostracion de una seroconversion clara, es decir, el aumento de dos o
preferiblemente cuatro veces del nivel de anticuerpos en la muestra de un paciente
convaleciente respecto a una muestra inicial. No obstante, esta confirmacion se
entorpece por la dificultad para obtener una segunda muestra de suero una vez que
se consigue la resolucidn clinica tras el tratamiento especifico. Por otra parte, a pesar
de que se llegue a obtener una segunda muestra, con mucha frecuencia la demora
en la obtencién de la primera hace que el nivel de anticuerpos detectables en esta
sea tan alto que imposibilite establecer una seroconversion. Ademas, en individuos
vacunados, la cinética de la produccion de anticuerpos es la tipica de una respuesta
inmunitaria de tipo secundario, con un rapido incremento de IgG tras la infeccion, lo
cual puede producir una marcada elevacién de los titulos antes de la toma de la
muestra de suero de fase aguda. Con el fin de evitar este problema algunos estudios
emplean una forma de seroconversion inversa o serorreversion, que consiste en
obtener otra muestra muy tardia (60 semanas tras la infeccion) y estudiar la
disminucién de los titulos. Esta confirmacion retrospectiva de la infeccibn genera
resultados de interés con fines epidemiolégicos pero carece de utilidad para el

diagndstico clinico. ¢4

Otra estrategia adoptada para detectar seroconversiones a partir de una muestra de
suero (fase aguda o convaleciente) obtenida tras el desarrollo de la enfermedad
consiste en estudiarla junto con otra muestra del mismo paciente tomada previamente
a la exposicion. Este recurso puede incrementar la sensibilidad de la serologia en el
10%. Esto ha podido llevarse a cabo en grupos poblacionales muy determinados

(militares) de los que se disponia una seroteca reciente. Sin embargo, debido a la
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excepcionalidad de la posibilidad de disponer de muestras previas, esta opcion no

resulta util en la practica operativa.

En la actualidad se intenta el desarrollo de métodos de diagnosticos seroldgicos
basados en la titulacion (cuantificacion) en una Unica muestra de suero. Para ello es
preciso disponer de datos de grupos control representativos de la poblacion general
gue permitan establecer criterios de especificidad. Dado que la TP se expresa solo
en B. pertussis, y ya que no se han descrito antigenos de reactividad cruzada en otras
especies, los anticuerpos del tipo IgG-TP son los mas adecuados para este propésito.
Sin embargo, la interpretacion de los resultados puede ser problematica en nifios
recientemente vacunados, en particular inmediatamente después de una cuarta
dosis. No obstante, la alternativa estudio cuantitativo de IgG-TP en muestras Unicas
puede aportar una sensibilidad del 76% manteniendo una especificidad del 99%
(respecto a la poblacién general) e incrementando mas de cuatro veces el numero de
pacientes en los que se llega a obtener una confirmacion del diagnéstico serologico.
En lactantes, la deteccion de titulos altos de IgG-TP en una sola muestra de fase
aguda y en ausencia de anticuerpos maternos se ha considerado diagnéstica. Este

criterio seria una forma de seroconversion horizontal. 6

Algunos autores proponen una clasificacion para los criterios de diagnéstico
serologico basada en el grado de certeza. Un caso confirmado se definiria como una
seroconversion entre los sueros de fase aguda y convaleciente con aumento de
cuatro veces el titulo de IgG-TP o IgA-TP. Un caso probable vendria dado por una
seroconversion con aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos frente al menos
otros dos antigenos diferentes (HAF, FIM, PRN o aglutininas). Un caso posible se
estableceria ante una seroconversion con aumento de cuatro veces el titulo frente a
un antigeno diferente de TP o una seroconversion con aumento de solo dos veces el

titulo frente al menos dos antigenos distintos. 62) (64)
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Materiales y Metodos



lll. Materiales y Métodos
3.1 Descripcion general del estudio

A partir del mes de noviembre del afio 2021 se realizO un estudio transversal
descriptivo para la determinacion de la seroprevalencia de IgG contra la TP. El
universo del estudio lo constituyeron todos los nifios de 5 a 18 afnos de edad a quienes
a partir de noviembre del 2021 se les realizo una extraccion de sangre para cualquier
tipo de examen complementario o de diagndstico, tras ingresar en alguno de los

servicios del hospital Pediatrico Docente del Cerro.

El estudio se extendid en el tiempo hasta lograr una cantidad similar de muestras de
suero para cada uno de los siguientes grupos de edad: 5-9, 10-14 y 15-18 afios. En
todos los casos se procurd un tamafio de muestra de suero inferior a 100 porque solo

estuvieron disponibles para la investigacién 300 determinaciones de IgG anti-TP.

Criterios de inclusién:

- Se incluyeron en cada grupo de edad anteriormente definidos los primeros
nifios de quienes se obtuvieron muestras de suero a partir de noviembre del
2021 hasta lograr un numero equitativo en cada grupo, siempre menor de
85 nifios (85 muestras de suero).

- Contar con el consentimiento informado de los padres o tutores de los nifios

para que sus muestras de sangre se utilizara en el estudio (Anexo 2).

Criterio de exclusidn: Se propuso excluir aquellos nifios para los que se obtuvieron

muestras de suero con un volumen inferior a 200 pL.

3.2 Obtencidon y procesamiento de las muestras de suero

La investigadora principal del estudio revisé diariamente la relacion de nifios a los que
se les indic6 extraccion de sangre y solicito a sus padres o tutores el consentimiento
para la inclusidon de estos en el estudio. En el laboratorio del hospital Pediatrico
Docente del Cerro a partir de los sueros colectados se obtuvieron entonces las
alicuotas (200 pL).
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A cada muestra de suero se asign6 un codigo de acuerdo con el orden consecutivo
en gque estas se obtuvieron. La correspondencia entre dicho codigo y el nombre del
nifio(a) fue solo del conocimiento de la investigadora principal.

Los sueros se mantuvieron a - 20 °C hasta su traslado a 4 °C al Laboratorio Nacional
de Referencia de Infecciones Respiratorias Bacterianas del IPK, donde se realizo la

medicion cualitativa de anticuerpos del tipo IgG anti-TP.

3.3 Determinacién de IgG anti la toxina de B. pertussis

Se utilizd el sistema abl108709-Anti-Bordetella pertussis IgG Human ELISA Kit
(abcam, Reino Unido). ©8 Se siguié el protocolo propuesto por el fabricante, de

acuerdo a como se describe a continuacion.

a) Previamente:

- Se prepar6 el buffer de lavado 1X diluyendo con agua desionizada el buffer
20X incluido en el estuche (10 mL de buffer 20X con 190 mL de agua
desionizada).

- Se diluyeron 1:100 cada una de las muestras (10 pL de suero en 1 mL del
diluyente, también incluido en el estuche).

- Seelabor6 un esquema o plan de trabajo (plantilla) en correspondencia a como

se colocarian en la placa de ELISA los controles, las muestras y el blanco.

b) Procedimiento para el ensayo

- Enlos pocillos correspondientes de la placa ELISA se afiadieron 100 uL de los
controles (positivo, negativo y del valor de corte) y las muestras. Se dejé vacio
el pocillo destinado al blanco.

- Se sell6 la placa con una lamina de cierre Parafilm™,

- Seincubd por una hora a 37 °C.

- Se aspir6 totalmente el contenido de todos los pocillos.

- Seguidamente estos se lavaron con 300 pL del buffer de lavado 1X. El tiempo
entre cada lavado no supero los 5 segundos.

- Se removié el exceso de buffer de lavado invirtiendo y sacudiendo firmemente

la placa sobre un trozo de papel de filtro en una superficie plana.
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d)

Se afiadieron en cada pocillo 100 pL del conjugado anti-IgG humana marcado
con peroxidasa de réabano picante.

Nuevamente se sell6 la placa con la lamina de cierre Parafilm™.

Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Cada pocillo se lavé tres veces con 300 uL del buffer de lavado 1X.
Seguidamente a cada pocillo se afiadieron 100 pL de la solucién de sustrato
de tetrametilbencidina (TMB).

Se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Se detuvo la reaccion afiadiendo a cada pocillo 100 pL de solucién de parada,
siguiendo el mismo orden en el que se afiadio antes la TMB.

La absorbancia de cada pocillo se midi6 a 450 nm durante los siguientes

30 minutos de haber afiadido la solucién de parada.

Célculo de los resultados

El ensayo se considerd valido si se registraron los valores de absorbancia que se
relacionan a continuacion.

e Blanco:<0,1

e Control del valor de corte: 0,15 - 1,3

e Control negativo: < 0,2 y < que el valor de corte

e Control positivo: > que el valor de corte

Se compar6 la absorbancia de los pocillos correspondientes a las muestras con la
absorbancia del control del valor de corte.

Interpretacion de los resultados

Los resultados se expresaron en unidades ELISA (UE/mL). Esta es una unidad
arbitraria definida respecto al Antisuero NIBSC 06/140 (WHO Human International

Standard for Pertussis Antiserum) que contiene 335 Ul anti-PT IgG.
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Se consideraron los siguientes criterios tras la lectura de las absorbancias.

UE/mL
Valor de Corte: 10
Zona gris: 9-11
Negativo: <9
Positivo: >11

Para el calculo de los resultados se utilizo la siguiente razoén:

Absorbancia del pocillo de la muestra x 10 / valor de corte

Las muestras con absorbancias menores del 10 % por encima o por debajo del valor
de corte se consideraron en la zona gris (ni positiva ni negativa). En estos casos se
repitid el ensayo y si se obtuvo el mismo resultado se informaron negativas
(IgG <11 UE/mL). Para las muestras con absorbancias por encima del 10 % del valor

de corte se informaron positivas (IgG > 11 UE/mL).

3.4 Recoleccion y procesamiento de los datos

De cada nifio se obtuvo informacion sobre los datos sociodemogréficos y de sus
antecedentes post-natales y de salud incluyendo los procesos agudos durante el afio
previo al estudio (tabla 3.1), a través de un intercambio con los padres o tutores y la
revision de las historias clinicas y el carnet de vacunacion. Se utiliz6 para ello una

planilla de recoleccion de datos (Anexo 3).

3.5 Analisis y procesamiento de los datos

Los datos de cada nifio y los resultados de la determinacion IgG anti TP se procesaron
mediante el paquete estadistico SPSS para Windows versién 13.0. Se realizé el
calculo de medidas de resumen para las variables cualitativas, frecuencias relativas,
absolutas y porcentajes, valor minimo, valor maximo y medias +/- desviacion
estandar. Se empled la prueba estadistica de Chi - cuadrado de Pearson y el indice

de Fisher para asociar las variables en estudio.
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Tabla 3.1. Operacionalizacion de las variables consideradas en el estudio de seroprevalencia de IgG contra la

toxina de Bordetella pertussis en nifios de 5 a 18 afios, Hospital Pediatrico Docente del Cerro (2021).

Variables \ Tipo Descripcion Categorias Indicador
Sociodemogréficas
Edad Cuantitativa Edad bioldgica 5-9 afios
continua 10-14 afos
15-18 afos
Sexo Cualitativa nominal | Sexo biologico Femenino
dicotomica Masculino
Hacinamiento Cuantitativa El nimero de ocupantes de la | Sin hacinamiento:< 3 Frecuencias
continua vivienda que excede la ocupantes por habitacion absolutas y
capacidad de espacio de esta | Hacinamiento medio: 3 a 4 relativas
Hacinamiento alto: > 5
Antecedentes post-natales
Tipo de lactancia Cualitativa Alimentacion recibida durante Materna exclusiva

nominal politbmica | el primer afio de vida, recogida Artificial
en la historia clinica o referida Mixta
por los padres.
Estado vacunal Cualitativa Se refiere a si el nifio recibio la Si o No
anti-pertussis nominal serie completa de dosis de la
dicotomica vacuna anti-pertusis
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Antecedentes de salud

Patoldgicos Cualitativa Antecedentes de salud Malnutricién por exceso o
nominal cronicos recogidos en la por defecto
politbmica historia clinica Asma bronquial
Epilepsia
Hipertension arterial
Insuficiencia renal cronica
Diabetes mellitus tipo 1
Cardiopatia congénita
Cardiopatia reumatica
Otros
Procesos Cualitativa Antecedentes de salud Episodios infecciosos
infecciosos agudos | nominal durante el afio previo al inicio | agudos durante el afio
politbmica del estudio, recogidos en la previo al estudio
historia clinica o referidos por
los padres y tutores
Conocidas durante el estudio
Motivo del ingreso | Cualitativa Diagnostico clinico del cuadro | IRA, EDA, SNI, sindromes
nominal politbmica | que motivo el ingreso febriles, entre otras
Niveles de IgG Cuantitativa Resultado de la determinacion Negativos: <9 UE/mL
anti-PT continua de 1gG anti-PT empleando el Positivos: > 11 UE/mL

kit ab108709-Anti-Bordetella
pertussis IgG Human ELISA

UE: Unidades estandar, IRA: Infeccién respiratoria aguda, EDA: Enfermedad diarreica aguda, SNI: Sindrome neuroldgico infeccioso.
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3.6 Consideraciones éticas

El protocolo del estudio recibié la aprobacion del Consejo Cientifico del Hospital

Pediatrico del Cerro, la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia y del

Comité de Etica de la Investigacion del IPK (CEI-IPK 16-21). De manera general se

cumplio con los requisitos éticos que a continuacién se relacionan:

Se solicité el consentimiento de los padres o tutores de los nifios para que
estos participaran.

El equipo de investigacion lo integraron técnicos y profesionales del Hospital
Pediétrico del Cerro y del IPK.

En el laboratorio se siguieron las practicas y procedimientos que
corresponden al nivel de seguridad bioldgica Il, segun establece el Ministerio
de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, teniendo en cuenta que las
muestras clinicas se reconocieron como de riesgo individual moderado y
limitado para la comunidad. ©¢7) (68)

Se definié que la publicacién de los resultados del estudio en el informe final
de tesis seria responsabilidad de su autora. Pero que tras la defensa de esta
se preparara una publicacién conjunta con crédito a todos los participantes
del equipo de investigacion.

Con el estudio se obtuvo informacion sobre la seroprevalencia de anticuerpos
contra la TP en un grupo de nifios cubanos vacunados, informacién que se

preciso se pondrian a disposicidon del sistema de salud.
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IV. RESULTADOS

Entre noviembre 2021 y marzo 2022 se colectaron 239 muestras de suero de igual
namero de nifilos entre 5 y 18 afios de edad entre los ingresados en el Hospital
Pediatrico del Cerro. No se rechazaron muestras de suero ni por concepto de
escaso volumen ni porque los padres o tutores negaran el consentimiento para que
estas fueran utilizadas en el estudio. En cada grupo de edad definido en el estudio
quedaron representados un namero similar de sujetos: 77 (grupo de 5-9 afos), 83
(10-14 afios) y 79 (15-18 afios). También fue equitativa en cada grupo la

representacion de nifias y nifios (Tabla 4.1; p=0,88).

La principal causa de ingreso fue la fiebre acompafiada de sintomas (vomitos, dolor
abdominal, diarreas y lipotimia) y signos (derrame pleural, edema peri-vesicular) de
alarma sugerentes de dengue (196 nifios) debido a que durante el periodo de
estudio el Hospital Pediatrico del Cerro fungié como institucién para la atencién de
estos en La Habana. En los tres grupos de edad el nUmero de nifios ingresados por
esta causa fue similar (p=0,26). Asi mismo, no se observaron diferencias para el
namero de niflos que en todos los grupos se admitieron en el hospital para estudios
de seguimiento o descompensacion de diabetes mellitus (15 nifios; p=0,7), servicio
que no se detuvo a pesar de la situacién epidemiolégica generada por la Covid-19
y el dengue durante el periodo de estudio. Sin embargo, para los ingresos por otras
causas si se observo una diferencia significativa a favor del grupo de 15 a 18 afios
de edad (18 contra 5 y 6 nifilos en los grupos de 5 a 9 y 10 a 14 afos,

respectivamente; p=0,00).

El rango de la concentraciones de IgG anti PT oscilé entre 5,7 y 20,1 UE/mL y la
media fue significativamente superior en el grupo de 15 - 18 afos (17, 2 UE/mL;
p=0,00). Los niveles de IgG anti-PT demostrados en los grupos de 5a 9y 10 a

14 afos fueron similares: 7,23y 7,7 UE/mL, respectivamente (tabla 4.2).
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Tabla 4.1. Descripcion de la muestra en el estudio de seroprevalencia de
anticuerpos IgG anti-PT en nifios de 5 a 18 afos de edad (n=239); Hospital

Pediatrico del Cerro (noviembre 2021 — marzo 2022).

Grupo de edad (anos)

5a9 10a14 15a18 Total Valor p
n (%) 77 (32,1) 83 (34,7) 79 (33,2) 239 0,83
Edad media 7,23 12,02 16,32 - -
(IC 95%) (6,9-76) (11,7-12,3) (16,1-16,6)

TEYGAY 42 (33,6) 42(33,6) 41(32,8) 125
FNeAY 35(30,7) 41(36,0) 38(33,3) 114

0,88

Motivo del ingreso

Fiebre acompainada 67 72 57 196 0,26

de sintomas y

signos de alarma

sugerentes de

dengue

Estudio de 4 6 5 15 0,7
seguimiento o

descompensacion

de diabetes mellitus

PT: toxina de B. pertussis, M: masculino, F: femenino.

! Fiebre sin focalizacién y sin signos de alarma de dengue, estudio por hipertension arterial,
hipercalcemia, estudio por hiperhidrosis, fracturas recidivas, sindrome adénico, coélico
nefritico, intoxicacién medicamentosa, otitis, piodermitis, amigdalitis, celulitis, diarreas y

pielonefritis.
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De los 239 nifios que constituyeron la muestra de estudio solo el 34,7 %
(83 nifios) resulté seropositivo a la IgG anti-PT. La seroprevalencia fue
significativamente superior para el grupo de 15 a 18 afios de edad (51/79 nifios;
61,4 %; p=0,00) respecto a los otros dos grupos, en los que se demostraron

anticuerpos en solo el 19,3 % de los nifios, en ambos casos.

Tabla 4.2 Proporcion de niinos con IgG anti-PT, por grupos de edad y sexo, en
el total de los ingresados (n=239) en el Hospital Pediatrico del Cerro
(noviembre 2021 — marzo 2022).

Grupo de edad (afnos)

Valor de p
10 a 14 15a18

Seroprevalencia
51 (61,4)

16 (19,3) 16 (19,3)

1
Positivo n (%)

WIPWCIPNE  61(39,1) 67 (429)  28(179) i
TOTAL 83 (34,7)

Media de UE de 7,23 7,7 17,2

IgG anti-PT (57-88)  (64-89) (143-201) 0,00

PT: toxina de B. pertussis, UE: unidades ELISA
! Proporcién de sujetos con IgG anti-PT > 11 UE/mL

2 Proporcién de sujetos con IgG anti-PT < 11 UE/mL

En la tabla 4.3 se resume la frecuencia de los factores de riesgo potenciales para
contraer una infeccion por B. pertussis o desarrollar complicaciones, identificados
en los nifios incluidos en el estudio a partir de la revision de las historias clinicas y
de las referencias de sus padres o tutores acerca de antecedentes patologicos

personales y variables sociodemograficas.

Para solo el 8,3 % de los ninos se conocid la convivencia en condiciones de

hacinamiento (medio o alto). Esta variable fue superior para los grupos de 5a 9y
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de 10 a 14 anos (10,3 y 9,6 %, respectivamente). En 12 de los 20 nifios para los
que se conocid de condiciones de hacinamiento en la vivienda se demostraron

niveles de I1gG anti-PT no protectores (Tabla 4.4).

En el 9,6 % (23 nifos) del total de los nifios se verificd que estos recibieron lactancia
artificial durante el primer afio de vida; variable que se comporté de manera similar
en los tres grupos de estudio. En 17 de estos se constato respuesta negativa para

los anticuerpos anti-PT (Tabla 4.4).

Para Unicamente tres nifios (1,3 %) se constatd incumplimiento en el esquema de
vacunacion anti-pertussis. En dos casos se tratdé de esquema incompleto (un nifio
del grupo 5 a 9 afios que no recibié la dosis a los 18 meses y un nifio en el grupo
de 15 a 18 que solo recibié dos dosis) y el tercero se correspondid con una nifia de
nacionalidad rusa, no vacunada, de visita en Cuba e ingresada con sospecha de
dengue al momento de estudio (Tabla 4.3). Solo se demostré respuesta de IgG anti-
PT positiva en uno de estos tres casos (Tabla 4.4), que se correspondié con un nifio

de 6 afios no obstante a que no recibio6 la dosis de refuerzo a los 18 meses de edad.

El antecedente patolégico mas prevalente fue el asma bronquial (18 %) que se
observo con frecuencias similares en los tres grupos de estudio. La diabetes mellitus
tipo 1, la hipertensién arterial, la epilepsia y la cardiopatia congénita fueron, en este
mismo orden de frecuencia, los otros antecedentes patoldgicos que se constataron.
La hipertensién arterial y la cardiopatia congénita solo se recogieron como
antecedentes en nifios del grupo de 15 a 18 afios. No se verificd ningun antecedente
de insuficiencia renal cronica, cardiopatia reumatica o malnutricion por exceso o por
defecto. Para el 8,7 % del total de los nifos se conoci6 el antecedente de otras
enfermedades menos comunes con una distribucion similar en los tres grupos:
neurofibromatosis quistica tipo 1, artritis idiopatica juvenil, sindrome de Down,
paralisis cerebral infantil, retraso mental, carcinoma papilar del tiroides, trombopatia,
enfermedad del tiroides, sindrome congénito  mitocondrial, miocardiopatia

hipertréfica. Aunque menos frecuentes, algunas de ellas concomitaron en un mismo
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nifio (Tabla 4.3). En resumen, se constataron antecedentes patoldgicos en 79 nifios

y en 49 de ellos la respuesta de IgG anti-PT fue negativa (Tabla 4.4).

Tabla 4.3 Frecuencia de los factores de riesgo potenciales para contraer una

infeccion por B. pertussis o desarrollar complicaciones identificados por

grupos de edad en el estudio de seroprevalencia de IgG anti-PT (n=239);

Hospital Pediatrico del Cerro (noviembre 2021 — marzo 2022).

Grupo de edad (afos)

Variables 5a9 10 a 14 15a18 Total
Sociodemogréficas n (%)
Hacinamiento alto 8 (10,3) 8 (9,6) 4 (5) 20 (8,3)
Antecedentes post-natales n (%)
Lactancia artificial 8 (10,3) 10 (12) 5 (6,3) 23 (9,6)
Estado vacunal anti- 12(1,3) 1°(1,2) 12(1,3) 3(1,3)
pertussis
Antecedentes patolégicos n (%)
Asma bronquial 14 (18,1) | 17 (20,4) | 12 (15,1) 43 (18)
Epilepsia 1(,3) 2(2,4) 2 (2,5) 5(2)
Hipertension arterial 0 0 6 (7,6) 6 (2,5)
Diabetes mellitus tipo 1 2 (2,6) 1(1,2) 4 (5) 7 (3)
Cardiopatia congénita 0 0 4 (5) 4 (1,7)
Otros 5 (6,5) 8 (9,6) 8(10,1) 21 (8,7)
Procesos agudos durante el | 15 (19,4) | 11 (13,2) | 8(10,1) 34 (14,2)

afo previo al estudio

2 Esquema incompleto (nifio del grupo 5 a 9 afios no recibi6 dosis a los 18 meses y el del

grupo 15 a 18 solo recibi6 dos dosis)

b Nifia de nacionalidad rusa, no vacunada

El 14,2 % de los nifios presentaron algun proceso infeccioso agudo durante el afno

previo al estudio. En 21 casos los padres o tutores refirieron cuadros de Covid-19 y
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en menor frecuencia resefiaron: sindrome febril agudo (4), dengue (2) y amigdalitis,
adenoiditis, celulitis, mononucleosis infecciosa, varicela, enfermedad diarreica
aguda y micosis secundariamente infectada, uno en cada caso para estas ultimas.

Para 23 de estos nifios los niveles de IgG anti-PT fueron negativos (Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Factores de riesgo potenciales para contraer una infeccion por
B. pertussis o desarrollar complicaciones segun los niveles de IgG anti-PT en

ninos entre 5-18 anos (n=239); Hospital Pediatrico del Cerro (noviembre

2021 — marzo 2022).

Factor de riesgo Cantidad de nifilos con niveles de IgG anti-PT
Positivos Negativos Total

Hacinamiento 8 12 20
Lactancia artificial 6 17 23
Vacunacion 1 2 3
incompleta

Antecedentes 30 49 79
patol6gicos

Procesos agudos 11 23 34

n: en cada caso se refiere al nimero de nifios en los que se identifico el factor de riesgo

PT: toxina de B. pertussis

Niveles positivos: IgG anti-PT >11 UE/mL

Niveles negativos: IgG anti-PT <11 UE/mL

32



Discusion



V. DISCUSION

La proteccion contra la tosferina esta mediada tanto por la inmunidad humoral como
la celular, sin embargo, los anticuerpos contra los antigenos de B. pertussis se
consideran como el mejor marcador de inmunidad. Los estudios de seroprevalencia
permiten obtener informacién sobre la persistencia en el tiempo de los anticuerpos
generados tras la vacunacion o tras una infeccidbn natural en una poblacion
especifica. La determinacion de la asociacion de los niveles de anticuerpos con la
edad es vital para decidir los grupos poblacionales objeto de vacunacion de

refuerzo. 63

A pesar del incremento de la notificacion de casos de tosferina a nivel mundial y
especificamente en Latinoamérica, los estudios seroepidemiolégicos de la
enfermedad en Cuba ha sido objeto de poca atencién y tampoco se publican
sistematicamente los casos de la enfermedad que eventualmente se diagnostican
porque no se realiza vigilancia activa. % 5 E| presente constituye un primer
acercamiento a la seroprevalencia de IgG anti-TP en nifios cubanos tras muchos
afos de la introducciéon de la vacunacion anti-pertussis en el pais; la autora de la

investigacién no encontré publicado ningun estudio al respecto.

El marco de muestreo seleccionado para este estudio brindé la oportunidad de la
obtencion de 239 muestras de sangre (tabla 4.1) en el contexto de los examenes de
rutina indicados a igual cantidad de nifios tras ingresar; siempre contando con el
consentimiento de sus padres o tutores. La obtencién de un espécimen de sangre
es una intervencién mal aceptada por la poblacion general por lo que la realizacion
del muestreo de esta forma permitié minimizar la tasa de rechazo a participar como
voluntario en el estudio, garantizando asi representatividad de los nifios ingresados
durante el periodo. Por otra parte, el marco de muestreo resulté adecuado porque
no existe evidencia que demuestre diferencias en la prevalencia de anticuerpos
adquiridos por la vacunacion sistematica entre los sujetos que acuden a hospitales
distintos y porque la seroprevalencia de anticuerpos contra B. pertussis es

independiente de las enfermedades que podrian padecer estos en el momento que
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acuden al hospital, salvo en los casos de tratamiento con inmunosupresores. 69-71)
En este sentido es oportuno comentar que no influyé en los resultados que se
comentaran mas adelante, el hecho de que predominara el dengue como la causa

de ingreso mas frecuente.

La representatividad equitativa de nifios en cada grupo si fue intencionada porque,
como ya se anticipd en el capitulo de Materiales y Métodos, solo estuvieron
disponibles 300 determinaciones de IgG anti-TP. Al respecto, el rango de
concentraciones que se obtuvo en esta investigacion puede considerarse bajo (5,7
- 20,1 UE/mL) al comparar con algunos de los multiples estudios de seroprevalencia
gue se publican a nivel internacional, que coinciden en demostrar correlacién entre
proteccion y altos niveles de 1gG anti-TP. En atencion a ello podria inferirse que una
proporcién grande de este grupo poblacional en Cuba esta en riesgo de contraer
una infeccion por B. pertussis pero esto debera confirmarse a través de una
encuesta de seroprevalencia robusta. No obstante, como no existe un consenso
acerca del correlato de proteccion para la enfermedad y son disimiles los sistemas
ELISA que se utilizan a nivel internacional, constituye un reto la interpretacion de

estos resultados, como para cualquier otro estudio de seroprevalencia. (/2 (73)

Las estimaciones sobre la durabilidad de la inmunidad generada por la vacunaciéon
brindan informacién variable. Como la mayoria de los estudios concuerdan en que
el tiempo minimo a partir del cual declinan los anticuerpos vacunales anti-pertussis
es de dos a cinco afios, en el presente estudio se consideré entonces necesaria la
evaluacion de esta variable a partir de los 5 afios de edad. @3 (476 Ep
correspondencia con los datos que comunican otros autores se demostré entonces
una seroprevalencia baja de anticuerpos IgG anti-PT (34,7 %) con niveles inferiores
en los grupos de 5a 9y 10 a 14 afos (7,23 y 7,7 UE/mL, respectivamente).

También en Sri Lanka, Sigera et al. (2016), en un estudio en el que se incluyen
385 sujetos entre 4 y 24 afos de edad demuestran una frecuencia incluso superior
de sueros negativos (91 %) y de manera similar se precisan las medias de IgG anti-
PT inferiores para los grupos de 4 a 7 aflos y de 8 a 11 afios de edad (3,18 y 1,43

IU/mL, respectivamente). (® No obstante a esta coincidencia en la baja
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seroprevalencia de anticuerpos se impone comentar que en el estudio de Sri Lanka
se utiliza otro sistema ELISA (SeroPertussis Toxin 1gG; Savyon® Diagnostics Ltd.,
Ashdod, Israel) con valores de corte e interpretacion diferentes (sueros con niveles

de IgG anti-PT < 55 |U/mL se consideran negativos).

Otro estudio que de manera andloga comunica una rapida declinacién de los
anticuerpos anti-PT conferidos por la vacunacion, y que sugiere también que esto
se produce tempranamente en los nifios en la edad preescolar, se publica en el
2008 en la Republica Checa al evaluar el efecto de los cambios en el esquema de
vacunacion tras la introduccion de la vacuna acelular. En este, en 122 muestras de
sueros de nifios entre uno y 42 meses de edad solo se verifican anticuerpos 1gG
anti-PT protectores en un 30 % de ellos (37 nifios) pero no se demostraron
diferencias significativas en relacion al tipo de vacuna que habian recibido los nifios

(celular o acelular). ")

De igual forma en China, en el 2011, en un estudio de seroprevalencia en
1 080 individuos sanos entre 0 y 86 afos de edad se demuestran medias
geométricas de anticuerpos anti-PT de solo 6,48 Ul/mL entre los menores de

4 afios de edad, a pesar de la alta cobertura de vacunacion. (1)

En el presente estudio, para los grupos de 5 a 9 y de 10 a 14 afios, se obtiene un
valor de la media geométrica de IgG anti-PT muy cercano a los anteriormente
comentados pero como no se incluyeron nifios mas pequefios no es posible
descartar que el declive de los anticuerpos se produzca antes de los cinco afios de
edad. Esto debera tomarse en cuenta en futuros estudios de seroprevalencia en
Cuba.

Igualmente en Senegal, al evaluar la respuesta de anticuerpos en niiios entre uno y
9 aflos de edad se informa una media geométrica de IgG anti-PT baja (14,5
UE/mL) y solo un 33,6 % de seroprevalencia (135/402 nifios). Los autores de dicho
estudio utilizan otro sistema ELISA, el kit Bordetella pertussis toxin IgG (ESR1201G,
Virion\Serion GmbH, Germany), y consideran como positivas las muestras de suero

con IgG anti-PT > 30 Ul/mL. Asi mismo, notifican un 16,2 % de nifios con niveles
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superiores a 80 Ul/mL y sugieren que esto podria obedecer al contacto reciente con

la bacteria. (/®

En relacion con esto dltimo gira el hallazgo de una diferencia significativamente
superior para la media de anticuerpos IgG anti-TP a favor del grupo de 15 a 18 afios
de edad (17, 2 UE/mL), lo que es totalmente congruente con los resultados de otros
estudios de seroprevalencia. Este es el caso de la investigacion en Sri Lanka
anteriormente comentada, en la que la se notifica un aumento gradual de la media
de IgG anti-PT a partir de los 12 afios (4,28 IU/mL) hasta hacerse méaxima en el
grupo de 16 a 19 afios de edad (6,14 IU/mL). ("3

Este incremento de la seroprevalencia proporcionalmente con la edad también se
ha hecho evidente en otros paises con alta cobertura vacunal para la tosferina pero
en los que la dosis final de la vacuna de células enteras se administra a los 18
meses de edad, como en Cuba. Por ejemplo, en Turquia, donde se informan altos
niveles de IgG anti-PT para los nifios de 13 a 18 afios de edad (51,4 Ul/mL) (79).

En contraste, en Estados Unidos, donde la dltima dosis se administra entre los
4 y 6 anos de edad, se conoce desde hace mucho tiempo que se producen dos
picos para los titulos de anticuerpos, uno que coincide justamente con ese momento

y otro entre los 13y 17 afios.

Mas recientemente, a partir de un estudio seroepidemiolégico en las islas del mar
Caribe pertenecientes al Reino de los Paises Bajos, se propone que la transmision
de la infeccién por B. pertusssis es frecuente entre los nifios de nueve afios o mas,
a pesar de que se diagnostican pocos casos clinicamente. A esta conclusion llegan
sus autores en atencién a que un 8,2 % de nifios en este grupo de edad tienen
niveles de IgG anti-PT > 50 Ul/mL, estimados a través de un ensayo

inmunoenzimatico en la plataforma Luminex 200™, 1)

Otra investigacion llevada llevaba a cabo en Corea en un grupo de adolescentes y
adultos sanos a partir de los 11 afios concuerda también en proponer una nueva

estrategia de prevencion de la tosferina a partir de la presuncién de la circulacion y
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diseminacién de la bacteria en este grupo poblacional. En este se reporta una media
de anticuerpos de IgG anti-PT en el rango de 35,53 = 62,91 UE/ml, sin diferencias
significativas entre los grupos de edad. ¢

De igual forma, a partir de un estudio en 18 paises de la Unién Europea entre el
2015 y 2018, que incluye 500 muestras de suero por pais, se indica una exposicion
reciente a B. pertussis a partir de niveles de IgG anti-PT = 100 Ul/mL en 13 de

ellos. 83

Esta variabilidad tan amplia en los resultados que notifican los diferentes estudios
seroepidemioldgicos en distintos paises sugieren que los calendarios de vacunacion
practicados en cada uno de ellos condicionan los patrones de seropositividad en los
diferentes grupos de edad; independientemente de que también influyen otras
variables como la efectividad del tipo de vacuna que se administra y los factores

genéticos de cada grupo poblacional. 73

El resultado de la baja seroprevalencia de IgG anti-PT a partir de los cinco afios de
edad en los nifios incluidos en el estudio constituyen las primeras evidencias en
Cuba acerca de la durabilidad de los anticuerpos anti-pertussis generados por la
vacuna pentavalente (difteria, tosferina, tétanos, hepatitis B y Hib). La autora de esta
investigacion no encontro al respecto informacion previa publicada. Considerando
entonces que en el esquema vigente en el pais la Ultima dosis de pentavalente se
administra a los 18 meses de edad se puede sugerir que el limite inferior de la
persistencia de los anticuerpos es inferior a cinco afios. Asi mismo, que los niveles
de IgG anti-PT en el grupo de 15 a 18 afios de edad (n=79), tras mucho tiempo de
haber recibido la dltima dosis de la vacuna, podrian indicar anticuerpos residuales
generados por la vacunacion o por reinfecciones frecuentes. 62 Aunque esta Ultima
constituye la explicaciébn mas aceptada por otros autores, tampoco puede perderse
de vista en el analisis de este resultado que 17 de los 51 nifios en los que se registro
respuesta de IgG anti-PT tenian 17 o 18 afios de edad y que estos, de acuerdo con
su edad, debieron vacunarse con DPT. La pentavalente se introduce en el 2006 en

el esquema de vacunacion en Cuba. (12
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Las evidencias de desproteccion para la tosferina a partir de los cinco afios de edad
y el supuesto inferido de que B. pertussis circula entre los adolescentes y adultos
plantea también la necesidad de identificar en la poblacién objeto de estudio la
existencia de factores de riesgo que coadyuvarian a la ocurrencia de brotes y al
desarrollo de cuadros clinicos graves de tosferina. A nivel mundial estos se asocian
en Ultima instancia con las coberturas bajas de vacunacion pero también con otros
factores como la desnutricion y el hacinamiento, que al mismo tiempo estan muy
relacionados con las condiciones socioecondmicas de las poblaciones. 4 Su
identificacion es de importancia para el reconocimiento y tratamiento temprano de

los casos de tosferina.

En el presente estudio solo se exploré la frecuencia de factores de riesgo
subyacentes para contraer una infeccion por B. pertussis o para desarrollar
complicaciones. Al contrastar las observaciones de este con las de otros estudios
similares no debe perderse de vista que la mayoria de ellos los identifican en grupos
de individuos enfermos de tosferina. No obstante, esta busqueda corroboré en
primer lugar que los incumplimientos en el esquema de vacunacién anti-pertussis,
principal factor identificado por otros estudios 487), parece no constituir un riesgo
para padecer la enfermedad en el contexto cubano. Esto se fundamenta en la alta
cobertura de vacunacion contra B. pertussis que se informa en Cuba (99,9 %) 13
pero entonces llama la atencién que se conociera del incumplimiento del esquema
para dos casos en una muestra tan pequefia de nifios (239 nifios), no representativa
de la poblacion infantil en el pais. Se exceptia en este andlisis a la nifia rusa de
visita en Cuba.

Contraer la tosferina y padecer cuadros severos de esta se reconoce asociada
ademas a la region de procedencia del nifio, a partir de estudios realizados ya desde
la década de 1990, como es el caso de una investigacion conducida en Francia
entre 1996 y el 2000 en individuos menores de 21 afios de edad ®8. En Ultima
instancia esto guarda relacién con el estatus social, las condiciones higiénicas

sanitarias y el hacinamiento.

38



Al respecto de esto ultimo, el hacinamiento se percibe en el presente estudio como
un posible factor de riesgo que debera verificarse en encuestas de seroprevalencia
futuras en Cuba. El nUmero de nifios para los que se conocié de condiciones de
hacinamiento medio o alto en la presente investigacion fue bajo (8,3 %) y aunque
esto no permite distinguirlo como un problema que pudiera llegar a constituirse en
un factor de riesgo tampoco puede excluirse, considerando que la muestra de
estudio fue pequefia. Como el Hospital Pediatrico del Cerro fungié como institucién
para la atencion de nifios con sintomas y signos de alarma de dengue, procedentes
de diferentes municipios y barrios de La Habana, es imposible inferir una frecuencia
alta de hacinamiento para los nifios de una localidad especifica de la ciudad. En
estudios futuros deberd complementarse esta pesquisa recopilando informacion
ademas sobre la convivencia de los nifios mas pequefios con hermanos
adolescentes, elemento no tomado en cuenta en la presente

investigacion. ©2) 9) (90

Otro estudio que concuerda en resaltar la asociacion del incremento de la incidencia
de la tosferina con la exposicién de los nifios a fuentes de infeccion en sus hogares
es el realizado en China entre enero de 2016 y agosto de 2017. En este se incluyen
lactantes y nifios menores de 6 afios de edad e igualmente sus autores insisten en
que la vacuna anti-pertussis debe administrarse oportunamente de acuerdo con el
calendario de vacunacioén, para reducir la incidencia de tosferina entre los miembros

de la familia y evitar que los lactantes se infecten. (6

Aunque en la presente investigacion se indag6 también sobre el tipo de lactancia
recibida por los nifios el andlisis de la informacion colectada al respecto realmente
no aporta luz sobre la implicacion del abandono de esta como factor de riesgo para
contraer tosferina o padecer cuadros graves. Esto obviamente obedece a que el
estudio incluyé nifios entre 5y 18 afios de edad. No obstante la observacion de que
el 9,6 % de ellos no recibiera lactancia materna exclusiva podria reflejar la tendencia
actual en Cuba a la adopcion de métodos artificiales y mixtos de alimentacion de los
lactantes. La duracion media de la lactancia materna exclusiva en el pais es de solo

2,9 meses. A pesar de la prioridad que brindan a este tema los programas de salud
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en particular, y la sociedad en general, los indicadores aun no se corresponden con
las aspiraciones y necesidades (50 % de lactancia materna exclusiva durante los
primeros 6 meses de vida). ®Y Si esta tendencia se mantuviera, el abandono de la
lactancia materna exclusiva podria constituir un riesgo para la aparicion de casos
de tosferina entre los nifios mas pequefios, tal y como describen multiples estudios

a nivel mundial. (84-88) (92)

De la misma forma, en encuestas de seroprevalencia posteriores debera estimarse
la frecuencia de los antecedentes patoldgicos personales como otro factor de riesgo
predisponente a padecer tosferina y a desarrollar cuadros graves. A partir de la
cantidad de nifios en los que se verificoO algun antecedente de este tipo en el
presente estudio (79 nifios) no se pueden hacer inferencias pero al menos fue
posible describir su presencia tanto entre aquellos con niveles protectores de IgG

anti-PT como entre los seronegativos.

De acuerdo con numerosas investigaciones a nivel internacional la relevancia de los
antecedentes patologicos personales como factores de riesgo es mas significativa
al momento de prever el desarrollo de cuadros graves de tosferina. Por ejemplo, en
Estados Unidos e Inglaterra se alerta sobre la necesidad de adoptar estrategias
para la prevenciéon de la tosferina entre los individuos que padecen de asma
bronquial. Proponen para ello que estos se consideren como grupo de riesgo al que
debe administrarse una dosis de refuerzo de la vacuna DPTa. A esta conclusion
arriban, en el primer caso, a partir del estudio de 223 nifios (edad media 14 afios)
durante un brote de tosferina en California entre el 2004-2005; en el segundo, a
través de un estudio retrospectivo de una cohorte de individuos de mas de 50 afios

que padecieron tosferina en Inglaterra entre 2009-2018. ©3) ¢4

En Cuba la influencia de este factor no debera ser subestimada pues el asma
constituye un problema de salud importante. En 1983 ya se informaba que un
8,2 % de la poblacién padecian de esta enfermedad crénica y actualmente se estima
que pueda ser superior a 10 %. @ Asi mismo seria conveniente demostrar otros

grupos de riesgo en funcion de los antecedentes patologicos personales para los
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gue mas adelante se demuestre una frecuencia alta y valorar la conveniencia de

administrarles una dosis de refuerzo de la vacuna anti-pertussis.

Por ultimo, en relacion con los factores de riesgo, es pertinente aclarar que recoger
informacion sobre el padecimiento de algun proceso infeccioso agudo durante el
afio previo a este estudio tuvo como unico objetivo descartar la influencia de estos
en los niveles de IgG anti-PT demostrados. En ninguno de los casos en que se
registraron (14,2 % de los nifios; Tabla 4.3) se traté de un proceso infeccioso agudo
que por la clinica remedara tosferina. Esto permitié descartar que la respuesta de
IgG anti-PT en aquellos que resultaron seropositivos (11 nifios) fuera consecuencia
de un cuadro clinico reciente de tosferina y afianzar la hipotesis de que esto podria

obedecer a posibles reinfecciones.

En resumen, tras este primer acercamiento a la seroprevalencia de 1gG contra la TP
en nifios cubanos, después de muchos afios de la introduccion de la vacunacién
anti-pertussis en el pais, puede formularse la hipétesis que la poblacion infantil esta
ante un alto riesgo de contraer la infeccidon por B. pertussis. A esta tesis puede
arribarse tras integrar la observacion de que solo el 19,3 % de los nifios entre 5y
14 afios tienen anticuerpos protectores, y por el contrario, es alta la seroprevalencia
de estos (61,4 %) en el grupo de 15 a 18 afios. La complementacion de ambos
resultados refuerza la recomendacion de introducir una dosis de refuerzo de vacuna
anti-pertussis en el esquema de vacunacion en Cuba, al tiempo de que plantea la
necesidad de realizar encuestas de seroprevalencia en las que se involucren un
mayor numero de sujetos, en la que estos se estratifiquen en grupos que incluyan
edades inferiores a los 5 afios para precisar el momento exacto en que los

anticuerpos anti-PT comienzan a declinar.

Esto ultimo adquiere mayor relevancia si se toma en cuenta que en Cuba para la
prevencion de la tosferina se administra la vacuna Pentavalente (DPT+ Hib+ HB)
producida por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, para la cual no
existen datos previos al respecto como si se publican tanto para las vacunas

celulares o acelulares que se utilizan en otros paises. En este punto, en estrecha
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relacion con lo anterior, tampoco debe perderse de vista que los nifios de 17 y 18
afios enrolados en esta investigacion, justamente de acuerdo con su edad, debieron
recibir durante los dos primeros afios de vida la vacuna DPT celular de forma
independiente a las vacunas de Hib y la HB. Por consiguiente, en el analisis de los
resultados no puede descartarse la existencia de anticuerpos residuales adquiridos
por la vacunacion con DPT, para lo que tampoco existe informacion. No obstante,
la circulacion de la bacteria y la ocurrencia de infecciones subclinicas se intuye
como la causa mas probable de que en este grupo la seroprevalencia de IgG anti-
PT sea superior. Esto no constituy6 un resultado insospechado porgue otros paises
aun con esquemas de alta cobertura también lo comunican y sugieren que esto

indica exposicion a la infeccién. (79 (81) 82)

Para afrontar el riesgo de la reemergencia de la tosferina en Cuba es inminente la
importancia de revitalizar el diagnostico diferencial ante cuadros clinicos de tos
persistente y sistematizar la vigilancia de la enfermedad. Todo esto, al tiempo de
impulsar las investigaciones que conduzcan al desarrollo de preparados vacunales
propios para solventar la imposibilidad econémica que hasta la fecha ha impedido
la introduccién de una dosis de vacuna de DPTa como recomienda la OMS. ©) Este
es el caso, por ejemplo de los trabajos realizados en el Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas para la expresion extracromosomal del antigeno
pertactina en Escherichia coli y de las investigaciones dirigidas a la elaboracion de
una vacuna combinada de differia y tétanos con proteoliposomas (vesiculas de la
membrana) extraidos de B. pertussis. (%6) (97) (98)

Con la obtencién y licenciamiento de una vacuna acelular anti-pertussis autoctona
podria garantizarse la inmunizacion de los adolescentes y adultos mayores en el
pais, asi como la de los diferentes grupos de riesgo que se identifiquen en estudios
posteriores (por ejemplo, asmaticos, diabéticos, sicklémicos, inmunodeprimidos).
Asimismo podria proponerse la introduccién de otras estrategias de prevencion
como la de la vacunacién de las embarazadas, las puérperas, el personal sanitario,
entre otras, abordadas en el acapite 2.2.3 de este documento. Todo lo anterior sin

abandonar la inmunizacién con la DPT celular y manteniendo la alta cobertura de

42



vacunacion pues para las vacunas acelulares no ha demostrado mayor capacidad

para prevenir la infeccion ni la transmision. (23 (30) (99)
4.1 Fortalezas y limitaciones del estudio

v Este representa el primer estudio de seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-
PT en Cuba pero sus resultados no pueden considerarse representativos de
la poblacién general de nifios de 5 a 18 afios de edad pues el tamafio de la
muestra fue muy pequefio.

v El sistema ab108709-Anti-Bordetella pertussis IgG Human ELISA Kit (abcam,
Reino Unido) ®) ytilizado para la deteccion de este tipo de anticuerpos contra
la TP constituye un método autorizado para ese uso. No obstante, seria
conveniente validar los resultados a través del empleo de otro sistema
dirigido también a la deteccion de anticuerpos contra este mismo antigeno,
ante la no disponibilidad de un estandar de referencia de la OMS para
cuantificar el titulo de anticuerpos protectores contra tosferina. 62

v' La exploracion de los factores de riesgo subyacentes para contraer una
infeccién por B. pertussis o para desarrollar complicaciones solo brindd
resultados muy preliminares. El contexto y el disefio del estudio (muestra
constituida a por nifios no enfermos y estudio descriptivo de corte transversal,
respectivamente) no eran idéneos para indagar por los factores de riesgo
considerados por otros autores; mientras que en otros casos no se colecto
toda la informacién que habria resultado atil. Por ejemplo, cuando se conocio
de condiciones de hacinamiento en la vivienda no se pregunté por la

convivencia de hermanos de diferentes edades.

43



Conclusiones



CONCLUSIONES

La baja seroprevalencia de IgG anti-PT (34,7 %) demostrada en una muestra
de nifos (239 nifios) entre 5-18 afios de edad ingresados en un hospital
pediatrico de La Habana entre noviembre 2021 y marzo 2022 indica

desproteccion contra la tosferina.

La observacién de una baja seroprevalencia de anticuerpos protectores IgG
anti-PT (19,3 %) en los nifios entre 5 y 14 afios sugieren que en este grupo
la desproteccién contra la tosferina es mayor; esta constituye la primera
evidencia autdctona que contribuiria a fundamentar la recomendaciéon de
incluir en el esquema de vacunacién en Cuba una dosis de refuerzo para su

prevencion.

La demostracion de un 61,4 % de los nifios de 15 a 18 afios con niveles
protectores de IgG anti-PT indica en estos la existencia de anticuerpos
residuales generados por la vacunacion o la ganancia de inmunidad humoral
por exposicion natural a B. pertussis. Esto ultimo los sefiala como posible
reservorio y fuente de diseminacion de la bacteria hacia otros grupos

vulnerables.

La exploracion de los factores de riesgo para contraer una infeccion por
B. pertussis o para desarrollar complicaciones en los nifios con niveles bajos
de IgG anti-PT no condujo a conclusiones pero reafirm6 la necesidad de
identificar en el contexto cubano los grupos de riesgo a tomar en cuenta para

la administracion de una dosis de refuerzo.
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Recomendaciones



RECOMENDACIONES

Realizar una encuesta nacional robusta de seroprevalencia de anticuerpos contra

B. pertussis que:

e reclute un numero de sujetos representativos de diferentes grupos

poblacionales (por ejemplo: edad, incluyendo < 5 afios) y regiones;

e explore los niveles de IgG anti-PT y para otros antigenos de la bacteria
empleando méas de un sistema inmunoenzimético; y

e complemente sus resultados con el reconocimiento de los factores de riesgo
gue se asocian a enfermar por tosferina y a desarrollar cuadros graves.
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Anexo 1

Casos de tosferina entre el 2011 y 2021 a nivel global y por regiones, OMS (Global Health Observatory Data. Last
updated: 2022-07-15).

Pertussis
Reported cases by WHO region

Also available:

— Reported cases by country

filter table | reset table Download filtered data as: T3V table | XML (simple) | JSOM (simple)

Last updated: 2022-07-15 Download complete data set as:{CSVta :IeEl Excel | 3V list | more...

WHO region 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011
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Africa 3320 2266 4121 14001 7082 1435 7565 10093 9930 16839 5816
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ANEXO 2

INFORMACION A LOS PADRES O TUTORES Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INFORMACION A LOS PADRES/TUTORES DE LOS PARTICIPANTES
Estimado padre o tutor:
Su hijo(a) podra participar en el estudio: Seroprevalencia de IgG contra la toxina de Bordetella pertussis en
pacientes de una institucion pediatrica de La Habana. Este es parte de una colaboracidn entre el Instituto
Pedro Kouri (IPK) y el Hospital Pediatrico del Cerro con el objetivo de conocer los niveles de IgG anti-Bordetella
pertussis, una bacteria que causa infecciones del tracto respiratorio. Sus resultados constituirdn evidencias
que ayudaran a estimar el nivel de inmunidad entre nifios(as) vacunados para prevenir estas infecciones y a
identificar la poblacién objeto de la vacunacion de refuerzo. Le solicitamos la aprobacidn para que su hijo(a)
se incorpore al estudio. Usted tiene derecho a formular preguntas o aclarar dudas en cualquier momento.
Procedimiento: La participacion del nifio(a) consistird en aportar 200 puL de suero sanguineo. Estos se
obtendran a partir de la misma extraccién de sangre que se realice para los estudios complementarios y de
diagndstico del cuadro clinico que motivé el ingreso hospitalario. La muestra de suero se conservara a - 20 °C
hasta su traslado (4 °C) al Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Respiratorias Bacterianas del IPK,
donde se utilizard para la medicién de IgG contra
B. pertussis. Asi mismo se requiere de su colaboracidn como padre o tutor para aportar informacion sobre
datos demograficos y de los antecedentes vacunales y de salud del nifio(a).
Posibles riesgos: Solo se prevén riesgos minimos, asociados al proceso de obtencién de la muestra, pero estos
se mitigaran porque la extraccion de sangre la realizara personal especializado del hospital.
Beneficios: Constituye un compromiso ético del equipo de esta investigacién que usted reciba el resultado de
la prueba que se realizard para la medicidn de anticuerpos IgG contra B. pertussis, no obstante a que este no
serd Util para modificar el tratamiento que el nifio(a) esté recibiendo. Esto le permitira conocer sobre su nivel
de proteccidn ante una infeccidn por B. pertussis.
Derechos de rechazar o abandonar el estudio: La participacion en este estudio sera completamente voluntaria.
Su negativa no conllevara a ninguna penalidad, ni a la pérdida de los beneficios que ofrece el sistema de salud.
Si acepta que su hijo(a) participe podra retirarlo del estudio en cualquier momento sin consecuencias para la
atenciéon médica que recibe.
Confidencialidad: Los datos personales del nifio(a) se manejaran de manera confidencial. Esto se garantizara
asignandole un cddigo, al que solo tendra acceso el equipo de la investigacion.
Divulgacion de los resultados: Los resultados del estudio se compartirdn en eventos cientificos y podran ser

objeto de una publicacién cientifica.



DECLARACION DEL PADRE/TUTOR DEL PARTICIPANTE

Declaro que he sido informado(a) sobre este estudio y que recibi una copia del Consentimiento Informado. Comprendo
los objetivos y procedimientos del estudio y que sus resultados se utilizardn solamente para los propdsitos de esta
investigacion. Tuve la oportunidad de hacer cualquier pregunta sobre la investigacion y de esclarecer adecuadamente
mis dudas. Consiento voluntariamente en que mi hijo(a) participe en el estudio y comprendo que tengo el derecho de
retirarlo de este cuando lo estime conveniente, sin que esto le cause algun perjuicio.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento:

Nombre y apellidos del participante: Nombre y apellidos del padre/tutor
Firma
Fecha: (d) / (m) / (a)

PARTE PARA EL INVESTIGADOR: He leido el formulario de consentimiento para el padre/tutor del nifio(a) y este ha tenido
la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que ha dado su consentimiento libremente.

Fecha: (d) / (m) / (a) , Firma:

Nombre y apellidos del investigador:

Toda pregunta sobre el estudio puede dirigirse a:
Yusloyvy Cedefio Roig Teléfono: 53852966 e-mail: ycedenoroig@gmail.com

Gilda Torafio Peraza Teléfono: 72553523 e-mail: gilda@ipk.sld.cu
Instituto “Pedro Kouri”. Autopista Novia del Mediodia Km 6%. PO Box 601, Marianao 13, La Habana

PARTE PARA EL PADRE/TUTOR:

Declaro que he sido informado(a) sobre este estudio y que recibi una copia del Consentimiento Informado.
Comprendo los objetivos y procedimientos del estudio y que sus resultados se utilizaran solamente para los
propdsitos de esta investigacion. Tuve la oportunidad de hacer cualquier pregunta sobre la investigacion y de
esclarecer adecuadamente mis dudas. Consiento voluntariamente en que mi hijo(a) participe en este estudio y
comprendo que tengo el derecho de retirarlo de este cuando lo estime conveniente, sin que esto le cause algun

perjuicio.
Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento:
Nombre y apellidos del participante: Nombre y apellidos del padre/tutor
Firma
Fecha: (d) / (m) / (a)

Toda pregunta sobre el estudio puede dirigirse a:
Yusloyvy Cedefio Roig Teléfono: 53852966 e-mail: ycedenoroig@gmail.com

Gilda Torafio Peraza Teléfono: 72553523 e-mail: gilda@ipk.sld.cu
Instituto “Pedro Kouri”. Autopista Novia del Mediodia Km 6%. PO Box 601, Marianao 13, La Habana
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ANEXO 3

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Iniciales del nifio: Cddigo asighado:
Edad:
Sexo:

Motivo del ingreso:

indice de hacinamiento:

Tipo de lactancia:

Estado vacunal antipertussis:

Antecedentes patol6gicos personales:

Procesos agudos durante el afio previo al estudio:

Nombre y apellidos del investigador:

Firma: Fecha:

Niveles de anticuerpos anti-PT B. pertussis demostrados durante el estudio:

Nombre y apellidos del investigador:

Firma: Fecha:




