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RESUMEN

Se evalud la inmunogenicidad de la vacuna combinada cubana contra la difteria, el
tétanos, la tos ferina y la hepatitis B (Trivac-HB) en lactantes sanos. Un grupo de
655 lactantes recibié la vacuna Trivac-HB y 607, la vacunacion simultdnea con
DPT y Heberbiovac-HB, en el esquema 2, 4, 6 meses. Un mes después de la
tercera dosis, se les tom6 una muestra de sangre para determinar los niveles de
antitoxina tetanica y diftérica, anticuerpos anti-tos ferina y anti-antigeno de
superficie del virus Hepatitis B (anti-HBs). El 99. 8 % de los niflos estaban
seroprotegidos con antitoxina tetanica y diftérica; el 81.8 % con anticuerpos anti-
tos ferina y 86.3 % con anticuerpos anti-HBs. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los TPG de antitoxina tetanica, los
anticuerpos anti-tos ferina y anti-HBs entre la vacuna combinada Trivac-HB y la
vacuna simultanea. El 13.8 % de los lactantes no tuvo respuesta de anticuerpos
anti-HBs con Trivac-HB y esto pudiera deberse al fenbmeno de interferencia
inmunologica. A los 18 meses se aplicé una dosis de reactivacion con
Heberbiovac-HB a todos los nifios que habian recibido Trivac-HB en la serie
primaria de vacunacion, lograndose elevar los niveles de seroproteccién anti-HBs
a 97. 2 % y el porciento de hiperrrespondedores a 91.2 %. Esta reactivacion
complet6 el esquema de dosis necesarias para que Trivac-HB fuera una vacuna
inmunogénica. Nuestros resultados permitieron considerar a Trivac-HB una

vacuna adecuada para ser incorporada al Programa Nacional de Inmunizaciones.
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INTRODUCCION
El disefio de vacunas combinadas ha sido la respuesta de los cientificos ante la
creciente complejidad de los esquemas de inmunizacion infantiles. Varias ventajas
avalan su uso, entre ellas: el ahorro de las visitas médicas y la disminucion del
namero de inyecciones necesarias para alcanzar una proteccién eficaz contra varias
enfermedades en la infancia (Moraga y Campins, 2004).

Cada nueva combinacion debe ser cuidadosamente evaluada en ensayos clinicos
para asegurar que la seguridad y la inmunogenicidad de sus componentes
individuales no ha sido afectada por las interacciones entre los antigenos, los
adyuvantes y los preservativos (Ellis, 1999). La comparacion de la inmunogenicidad
de una nueva vacuna combinada con sus componentes separados es la via

principal para lograr este proposito (Falk et al., 2000).

El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el Instituto Finlay de
Vacunas y Sueros han elaborado un nuevo producto: la vacuna Trivac-HB, la
primera formulaciébn combinada cubana, donde se han mezclado cuatro antigenos:
el antigeno de superficie del virus de Hepatitis B (HBsAg), obtenido por tecnologia
de ADN recombinante, los toxoides tetanico y diftérico y células completas de B.
pertussis. Su inocuidad e inmunogenicidad ya ha sido evaluada en los ensayos pre -
clinicos (comunicacion personal del Dr. N. Exposito, CIGB, 3 de septiembre de
2004).

La seguridad, inmunogenicidad y eficacia de la vacuna cubana contra la hepatitis B
(Heberbiovac-HB), recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
ha sido demostrada en lactantes, nifios y adultos en pruebas clinicas. La aplicacion
masiva de millones de dosis en nuestro pais y en el exterior asi lo ha demostrado
(Diaz et al., 1995; Akram et al., 2005).

Para el licenciamento de una vacuna nueva es necesario asegurarse que la nueva
formulacion es segura e inmunogénica. El uso de muestras grandes aleatoriamente
seleccionadas y bien controladas son necesarias para el éxito del ensayo y la
confiabilidad de los resultados, porque permiten evaluar si el efecto observado es

resultado del tratamiento o simplemente, consecuencia del azar (Wittes, 2002).
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Resulta muy importante determinar si la combinacion del HBsAg, con los toxoides
diftérico y tetanicoy células completas de B. pertussis obtenidos separadamente, da
lugar a una vacuna combinada eficaz. El presente estudio se dedicara a la
evaluacion de la inmunogenicidad de la vacuna tetravalente Trivac-HB en una
muestra grande de lactantes. Los niveles de seroproteccion de esta nueva vacunay
los niveles de titulos de anticuerpos que se alcanzan son los aspectos

fundamentales a analizar.

De lograrse resultados satisfactorios tanto de seguridad como de inmunogenicidad,
con la vacuna combinada cubana contra la hepatitis B, la difteria, el tétanos y la tos
ferina, se inmunizaria contra cuatro enfermedades en una sola consulta,
permitiendo mejorar las coberturas vacunales. Los paises en vias de desarrollo,
donde los nifios disponen de un niumero muy limitado de oportunidades para ser
vacunados, podrian constituir un mercado para este nuevo producto de la ciencia

cubana.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la respuesta de antitoxina tetanica, antitoxina diftérica, anticuerpos anti-tos
ferina y anti-antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (anti-HBs) de la

primera vacuna tetravalente cubana Trivac-HB.
Objetivos especificos:

1. Comparar los niveles de seroproteccion y los titulos promedios obtenidos con

Trivac-HB y con la vacunacion simultdnea de DPT y Heberbiovac-HB.

2. Comparar la calidad de la respuesta de anticuerpos anti-HBs obtenidos con cada

vacuna.

3. Analizar los niveles de seroproteccion y los titulos promedios obtenidos por

vacuna, entre los sexos.

4. Describir el nivel de seroproteccion, el titulo promedio y la calidad de la respuesta
de anticuerpos anti-HBs de la reactivacion con Heberbiovac-HB.
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INFORMACION PREVIA

1 Corynebacterium diphtheriae
Agente causal de la difteria y Unico patbgeno humano importante dentro del grupo

de las corinebacterias (Willett, 1994).

1.1 Enfermedad

La difteria es una enfermedad aguda. El periodo de incubacion es de 2 a 5 dias,
mientras mas corto sea este periodo, mas grave es el prondstico de la enfermedad.
Su etiologia bacteriana se establecié en 1888. La lesion primaria se ubica en el
tracto respiratorio superior (boca o nasofaringe) y se caracteriza por un crecimiento
pseudomembranoso grisaceo diseminado. A medida que los microorganismos se
multiplican en este sitio, elaboran la potente exotoxina, la cual es transportada hacia
tejidos distantes y ocasiona severos dafios hemorragicos y necréticos en diferentes
organos, pudiendo dar complicaciones tardias cardiacas o de los nervios
periféricos. Solo las cepas productoras de toxina son responsables de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad severa o fatal (Soriano y Fernandez,
2000b).

1.2 Toxina

Es el principal determinante de patogenicidad y explica casi todos los efectos
patologicos sistémicos. Las cepas de C. diphtheriae infectadas con un bacteriéfago
transportador del gen estructural para la produccién de la toxina son las Unicas que
la producen (Willett, 1994).

1.2.1 Propiedades delatoxina

La molécula con actividad biolégica est4 formada por dos cadenas polipeptidicas
con funciones diferentes, los fragmentos A y B, unidos por un puente disulfuro.
Ambos fragmentos son esenciales para la citotoxicidad. El fragmento A de 21 KD,
constituye la porcion amino-terminal de la toxina y contiene el sitio enzimatico activo
de la toxina. El fragmento B, de 37 KD, forma el extremo carboxi-terminal, contiene
el dominio de unién a receptores de células eucariotas, asi como también dos

dominios de asociacion lipidica, los cuales aparentemente son esenciales para la
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translocacion del fragmento A, a través de la membrana hacia el citosol de la célula
eucariota (Willett, 1994).

1.3 Toxoide

Cuando se adicionan bajas concentraciones de formaldehido a la toxina diftérica se
destruye su toxicidad y se convierte en toxoide (Salgado-Velez, 2001). Este proceso
altera la actividad enzimatica del fragmento A y las propiedades de unién del
fragmento B a las ceélulas eucariotas. Estas alteraciones se atribuyen a la
modificaciébn quimica de los residuos esenciales en la toxina. Con la adiciéon de
hidroxido de aluminio al toxoide liquido, se obtiene un preparado parcialmente
purificado con mayor eficacia antigénica debido al efecto de estimulacion local del

aluminio. Este nuevo compuesto es mas estable y resistente (Willett, 1994).

1.4 Inmunidad

La inmunidad contra la enfermedad clinica depende de la presencia de antitoxina en
la sangre, en respuesta a una infeccién clinica o subclinica o como resultado de la
inmunizacién activa con toxoide. Los anticuerpos presentes en la antitoxina
pertenecen a las clases IgG e IgA. En la era prevacunal, cuando era frecuente la
circulacién de C.diphtheriae y la prevalencia de los casos era alta, la inmunidad se
adquiria por infeccion aparente o inaparente. Los nifilos menores de 6 meses se
protegen de forma pasiva por el paso transplacentario de la antitoxina de la madre
inmune. La generalizacion de la inmunizacion de lactantes y nifios en edad
preescolar con el toxoide diftérico ha reducido la incidencia de esta enfermedad y

ha disminuido la frecuencia de portadores (Galazka, 1993a).

1.5 Prevencién

La inmunizacion activa con el toxoide durante la primera infancia es la clave para la
prevencion y el control de la difteria clinica. La infeccion natural no proporciona una
inmunidad apropiada contra infecciones posteriores, como consecuencia es preciso
iniciar la vacunacion activa o completar el esquema primario de vacunacion durante
el periodo de convalescencia. Se recomienda usar dosis de refuerzo cada 10 afios
(Galazka 1993a).
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1.6 Epidemiologia

El ser humano es el Unico huésped natural de C.diphtheriae y el Unico reservorio
significativo de la infeccion. La transmisién es directa, a través de gotitas de Pfl?gler
infectadas o de lesiones en la piel, en regiones tropicales o en condiciones de
hacinamiento. Los portadores asintomaticos y las personas que atraviesan la etapa
de incubacion de la enfermedad son la fuente principal de infeccion. La difteria es

rara en nifios menores de 6 meses (Wharton y Vitek, 2004).

La inmunizacién activa de los nifios en edad preescolar ha disminuido los casos en
el mundo en mas del 90 %. La difteria presenta distribucibn mundial, pero
actualmente es poco frecuente en EE.UU y Europa occidental. La presencia de la
bacteria se asocia con una inadecuada vacunacion, siendo mas graves en nifios
entre 2 y 5 afios y mas de 20 afos. En paises de la antigua Union Soviética, donde
la cobertura de vacunacion ha disminuido, a partir de 1990 se incrementaron los
casos alarmantemente, con una mortalidad que oscil6 entre 2 y 20 % (Soriano y
Fernandez, 2000b).

Los programas de vacunacion masiva han dado como resultado una disminucion
considerable en la incidencia de la difteria, también ha significado grandes cambios
en el estado inmunitario de los diferentes grupos etarios. Los nifios tienen un alto
nivel de proteccion contra la difteria, pero este nivel disminuye en la infancia tardia y
en la adolescencia y como consecuencia, los adultos son mas susceptibles
(Galazka, 1993a).

2 Clostridium tetani
Es el agente causal del tétanos. La naturaleza anaerobia de esta bacteria fue

responsable en parte de su descubrimiento y su aislamiento tardio, obtenido por
Kitasato en 1889 (Hill y Willet, 1994).

2.1 Enfermedad

El tétanos es una enfermedad infecciosa aguda, potencialmente letal, no
contagiosa, de distribucion universal. El periodo de incubacién, generalmente oscila
desde las pocas horas de producirse la herida hasta los 15 dias posteriores, con

una media de 7 dias. Mientras més corto es este periodo, mayor es la severidad de
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la enfermedad, llegando a la mortalidad cuando se incuba en menos de 3 dias (Hill
y Willet, 1994).

La forma més temida es el tétanos neonatal y es el resultado del corte del cordén
umbilical con instrumentos no estériles o del cuidado inapropiado del mufién
umbilical. En el adulto, la enfermedad clasica ocurre como consecuencia de una
herida punzante y se caracteriza por severos espasmos musculares y el mas tipico
de ellos es el trismus, en el maxilar inferior. La tasa de mortalidad es bastante
elevada, en especial en nifios muy pequeiios y en personas de edad muy avanzada
(Torradilla de Reynoso et al., 2000).

2.2 Toxinatetanica

Todos los sintomas del tétanos son atribuibles a una neurotoxina sumamente
toxica: la tetanospasmina, una toxina intracelular liberada por autolisis celular. El
gen estructural de la toxina esta localizado en un plasmido de 75 KD (Hill y Willet,
1994).

2.2.1 Propiedades delatoxina

Es una proteina termolabil compuesta por 3 dominios A, B y C cada uno con un
peso molecular de aproximadamente 50 KD. La toxicidad de la tetanospasmina
intacta se asocia con la cadena liviana A. El fragmento B purificado de la cadena
pesada forma canales en las membranas lipidicas, mientras que un sitio fijador de
gangliésidos se localiza en el dominio del fragmento C. A nivel de sinapsis, la
tetanospasmina bloquea la liberacion de neurotransmisores inhibidores, mecanismo
gque desata los espasmos que caracterizan a esta enfermedad (Torradilla de
Reynoso et al., 2000).

2.3 Toxoide

La produccion de toxoide con formaldehido y da lugar a un producto atéxico y mas
estable que conserva determinantes antigénicos de la toxina que puede dar origen a
anticuerpos anti-toxina (Cabrera et al.,, 1996). Contiene 20 determinantes
antigénicos diferentes como minimo y por lo menos los anticuerpos contra 9 de

ellos son capaces de neutralizar su toxicidad (Galazka, 1993c).
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2.4 Inmunidad

No hay evidencias que la enfermedad natural confiera inmunidad contra infecciones
posteriores. La toxina tetanica es tan toxica que la cantidad suficiente para causar
tétanos clinico es demasiado pequefia para ser inmunogénica. Los episodios
recurrentes no son raros, los pacientes que se recuperan deben ser inmunizados
activamente con el toxoide para prevenir recurrencia de la infeccion a partir de
esporas del C. tetani retenidas en el cuerpo (Casadevall y Pirofski, 1999). La
inmunizacién activa de la madre durante la gestacion pude inducir inmunidad pasiva
en el feto. Este tipo de inmunizacion proporciona una corta proteccion, directamente

proporcional a la vida media de los anticuerpos transferidos (Galazka, 1993c).

2.5 Prevencién

El tétanos es totalmente prevenible con la inmunizaciobn activa o pasiva. La
inmunidad pasiva se obtiene por la administracién de la antitoxina. La inmunizacion
activa de rutina con toxoide tetanico (TT) debe comenzar a la edad de 1-3 meses,
cuando desciende la tasa de anticuerpos maternos protectores. Deben
administrarse 3 dosis en intervalos de 3 6 4 semanas, con una dosis de refuerzo 1 a
4 afios mas tarde. La inmunidad contra el tétanos puede mantenerse con una sola
dosis de refuerzo de toxoide cada 10 afios. En el caso de heridas, la prevencion se

hara de acuerdo al estado inmune del paciente (Galazka, 1993c).

2.6 Epidemiologia

C. tetani se encuentra en el suelo y forma parte de la flora normal del tracto
digestivo de diferentes animales, por esta razon es una enfermedad controlable,
pero no erradicable. Algunos climas, suelos y economias agricolas se asocian con
un riesgo mas elevado que otros. En poblaciones rurales no inmunizadas, el tétanos

tiene tasas mas elevadas que en poblaciones urbanas (Hill y Willet, 1994).

El tétanos neonatal es una causa importante de morbilidad y mortalidad infantil en
los paises en vias de desarrollo por la falta de cobertura con la vacunacion durante
en el embarazo. En los paises con un alto nivel de vida el tétanos se ha convertido
en una enfermedad de incidencia creciente entre las personas de edad avanzada

por la falta de reactivacion del toxoide tetanico y la inmunodepresién propia de la
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edad. Desde hace poco la adiciobn a la heroina se ha asociado con un mayor
namero de casos en los grandes centros urbanos (Brett et al., 2005).

3 Bordetella pertussis
Agente causal de la tos ferina, fue aislado en 1909, por Bordet y Gengou. El ser

humano es el Unico huésped natural de B. pertussis (Wilfert, 1994).

3.1 Enfermedad

La tos ferina es resultado de la colonizacidon bacteriana del tracto respiratorio y la
posterior circulacion sistémica de la toxina de la bacteria. Los sintomas comienzan
generalmente dentro de los 10 dias después de la infeccion bacteriana. Para

estudiar la enfermedad clinica, esta ha sido dividida en 3 etapas:

La etapa catarral o prodromica dura entre 1 y 2 semanas. En este periodo el nifio
presenta solo sintomas leves de una enfermedad del tracto respiratorio superior no
complicada. La segunda etapa dura entre 1 y 6 semanas y se caracteriza por la
progresion hacia la tos paroxistica. Un paroxismo caracteristico consta de 5 a 20
accesos de tos seca forzada que se producen entre 15 a 20 segundos y a menudo
terminan con produccién de moco o vomitos asociados. La tercera etapa, entre 3 a
4 semanas, es la convalecencia. La tos puede persistir varios meses después del
comienzo de la enfermedad. La morbilidad y la mortalidad asociados con la tos
ferina estan dados por el compromiso del sistema nervioso central, donde
generalmente se afectan oidos, tracto respiratorio inferior y es mas frecuente en

lactantes no vacunados (Wilfert, 1994).

3.2 Estructuraantigénica

B. pertussis es una bacteria patdgena con propiedades Unicas. Sus principales
antigenos son: la toxina pertussis, los aglutindbgenos, las hemaglutininas, la
adenilatociclasa, la toxina termolabil, el lipopolisacéarido, la citoxina traqueal y la
pertactina (Smithet al, 2001).

3.2.1 Toxina Pertussis (TP)
Miembro de la superfamilia de las toxinas AB bacterianas. Causa una variedad de
efectos en el hospedero: es un factor histamino-sensibilizante, factor promotor de la

linfocitosis, y proteina activadora de islotes y también tiene propiedades
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adyuvantes. Cumple dos roles principales en la infeccion, facilita la union de la
bacteria a las células ciliadas respiratorias y tiene un papel importante en la
citotoxicidad celular. Es un potente inmundgeno. Los anticuerpos anti-PT estan
asociados con la inmunidad clinica a la tos ferina. En el laboratorio, estos
anticuerpos protegen a los ratones en el reto intracerebral con la bacteria (Galazka,
1993b; Smith et al., 2001).

3.2.2 Aglutinégenos (AGG)

Son antigenos de superficie, han sido divididos en factores, del 1-6, solo estan en
B. pertussis. El factor 1 es antigénico en todas las cepas de B. pertussis y es
probablemente, el antigeno de aglutinacion (aglutinégeno) del microorganismo. El
aglutindégeno aislado no es toxico pero no protege a los animales contra la infeccion.
Las aglutininas o los anticuerpos contra el aglutinégeno proporcionan una respuesta
medible en personas inmunizadas con vacunas de células completas o con algunas
vacunas acelulares y en los que padecen infeccion natural. Estos anticuerpos no

son completamente protectores por si mismos (Galazka, 1993b).

3.2.3 Hemaglutininas

B. pertussis posee 2 hemaglutininas que median la adherencia de estas bacterias a
los cilios respiratorios de mamiferos. La FHA (siglas en inglés de filamentous
haemagglutinin) es una adhesina dominante para la adherencia a células epiteliales
ciliadas respiratorias. Funciona como superficie de union a macrofagos. El
anticuerpo contra la FHA protege a los ratones en el reto con aerosol letal con B.
pertussis. La segunda hemaglutinina, la toxina pertussis -hemaglutinina (TP-HA). No
tiene papel reconocido en la enfermedad clinica. Es importante en la adherencia de
la toxina pertussis a las células. Se ha observado que los anticuerpos contra la

toxina disminuyen la colonizacién de la bacteria (Smith et al., 2001).

3.2.4 Adenilatociclasa (AC)
La toxina AC es una hemolisina que produce poros en la membrana de los
eritrocitos. In vitro, la AC puede alterar la quimiotaxis e inhibir el estallido oxidativo

de los polimorfonucleares. Su papel en la enfermedad no esta definido con claridad.
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Se conoce que tiene efectos adyuvantes cuando se coinyecta con otros antigenos
(Ross et al., 2004).

3.25 Toxinatermolébil (HLT) o Toxina dermonecrotica

Esta toxina se destruye cuando se calienta a 56° C, durante 15 min. Causa lesiones
necroticas en la piel de ratones cuando se inyecta subcutaneamente. Esta inyeccion
es letal cuando se administra por via intravenosa o intraperitoneal. No se conoce si
la HLT (siglas en inglés de heat labile protein) estimula la produccion de anticuerpos
en humanos y se desconoce su papel en la patogenia de la enfermedad Smith et
al., 2001).

3.2.6 LPS (toxinatermoestable)

Basicamente es similar a las endotoxinas de las Enterobacteriaceae, pero se
diferencia por la ausencia de antigeno O, la estructura macromolecular y una menor
actividad pirégenica. Realmente es un lipo-oligosacéarido, por su menor tamafno.
Esta toxina no induce la formacion de anticuerpos con actividad protectora. Los
anticuerpos anti-LPS en presencia de complemento determinan la actividad
bactericida del suero frente a B. pertussis. Sin embargo, la actividad bactericida no
se correlaciona con proteccion en el desafio intracerebral de ratones con B.
pertussis ni con la proteccion de nifios vacunados contra la enfermedad (Smith et
al., 2001).

3.2.7 Citoxina Traqueal (TCT)

La TCT es un derivado disacarido-tetrapéptido de la capa de peptidoglicano de la
pared celular. Este componente toxico destruye las células epiteliales de los cilios e
inhibe la diferenciacién de las células no ciliadas, lo cual posiblemente obstaculice

la reparacién de la mucosa (Smith et al., 2001).

3.2.8 Pertactina

Es una proteina de 60 kD. El mecanismo a través del cual la pertactina participa en
la adherencia a las células eucaridticas se desconoce y no se ha encontrado ningun
receptor. EsS un antigeno inmunoprotector. Se pueden detectar anticuerpos
cuantificables en pacientes convalecientes de la enfermedad y en los vacunados

con la vacuna de células completas. Aunque su rol en la inmunoproteccion es
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desconocida, su inclusion en vacunas acelulares ha dado resultados prometedores
de eficacia (Kinget al., 2001).

3.3 Inmunidad
Se conoce que la respuesta humoral y celular son necesarias para la proteccion

contra esta enfermedad (Cherry et al., 1998; Ausiello et al., 2000).

3.3.1 Inmunidad humoral

La enfermedad no brinda una inmunidad permanente. Se ha comprobado que se
desarrollan anticuerpos locales anti-FHA tras la infeccion natural en nifios. Los
recién nacidos adquieren anticuerpos pasivamente de sus madres a través de la
placenta. Se ha detectado IgG anti-FHA, anti-PT, anti-AGG 2 y anti-AGG 3 en suero
del cordon umbilical o en suero de nifios saludables antes de la primera
inmunizacion con DPT. La prevalencia de anticuerpos a la tos ferina en los
diferentes grupos etarios de la poblacion depende del estado de inmunizacién anti-
tos ferina en la infancia y de la exposicion a las cepas circulantes de B. pertussis
(Cherry et al., 1998).

3.3.2 Inmunidad celular

B. pertussis se considera un patdgeno intracelular facultativo y por esta razon se
asume que la inmunidad celular puede jugar un papel importante en la eliminacion
de la infeccion del interior de los fagocitos, mecanismo que adn no se conoce con
claridad. Sin embargo, se conoce que en los macréfagos, el 6xido nitrico y sus
intermediarios (nitrito y peroxinitrito) son mediadores potenciales importantes en la
proteccion contra la enfermedad. Las células T producen diversas citoquinas que
ejercen una influencia reguladora en la naturaleza de anticuerpos (isotipo) y sobre la

actividad de macrofagos y de las células polimorfonucleares (Ausiello et al., 2000).

3.4 Prevencion

Ademas del aislamiento de casos y la terapia antibiética, existen 2 tipos de vacunas:
la vacuna de células completas y su homdloga, la vacuna acelular. Se piensa que la
vacunacion proporciona una proteccion contra las manifestaciones de la

enfermedad mas que contra la infeccion misma (Soriano y Fernandez, 2000a).
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No se conoce cuanto dura la hmunidad a la tos ferina obtenida a través de la
vacunacion o por la infeccion natural. (Galazka, 1993b). Los datos de los sujetos
inmunocompetentes, indican que ni la inmunizaciéon de la infancia ni la infeccién
proporciona una inmunidad de larga duracion contra B. pertussis, razén por la cual
los niflos mayores y los adultos son los mayores reservorios de la infeccion.
(Plotkin, 1999; Espositoet al, 2001)

3.4.1 Vacunas de células completas

Estas vacunas dan como resultado un incremento de titulos de anticuerpos por
ELISA a todos los antigenos de B. pertussis. Los nifios vacunados muestran un
incremento de niveles de anticuerpos contra FHA, TP, aglutininas, LPS y proteinas
de membrana externa. La respuesta a esta vacuna es proporcional al nimero de
dosis administradas. Su eficacia se ha evaluado en los contactos intrafamiliares y

oscila entre 36-95 %, dependiendo de la definicion de caso usada (Galazka, 1993b).

La vacunacion ha resultado exitosa en la prevencion de la enfermedad y el amplio
uso de la vacuna se ha asociado con la disminucién de casos informados entre un
95-98 % de tos ferina en paises donde la vacunacion es obligatoria. Sin embargo,

no interrumpe la transmision de la bacteria (Cherry, 1996).

Todas las vacunas de células completas contienen endotoxinas y otras toxinas
activas, las cuales son las responsables de reacciones locales y sistémicas. La
encefalopatia causada por la vacuna es un mito, lo cual ya ha sido demostrado
(Holder y Mortimer, 1992; Cowan et al.,, 1993). Las vacunas celulares de B.
pertussis brindan un poderoso efecto adyuvante (Dagan et al, 1997; Dokmetjian et
al., 1998, Salmasoetal., 1998).

3.4.2 Vacunas acelulares

La preocupacion por la reactogenicidad de las vacunas celulares y el estudio de los
roles de TP, FHA y AGG en la patogéness y la inmunidad de la tos ferina motivaron
el interés por el desarrollo de nuevas vacunas. Una de sus ventajas
fundamentales, es la eliminacion de los componentes toxicos, especialmente el
LPS, responsable de las reacciones sistémicas de las vacunas de células completas
(Capiau et al, 2003).
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En general, la respuesta anti-TP en la inmunizacion primaria y de refuerzo es igual o
mejor con vacunas acelulares, también la respuesta anti-FHA es significativamente
mas alta. Sin embargo algunas vacunas acelulares carecen de respuesta anti-AGG
(Cassone et al, 1997). Las respuestas al toxoide diftérico y tetanico son similares
en los niflos que reciben cualquier tipo de vacuna. Esto indica que las vacunas
acelulares también tienen propiedades adyuvantes. Sin embargo el principal
impedimento para el amplio uso de estas vacunas es su precio elevado (Pertussis

vaccines, 1999).

3.5 Epidemiologia

La tos ferina es una enfermedad endémica con picos epidémicos cada 2-5 afios. La
reduccion de la incidencia resultante de la vacunacion universal no ha alterado este
intervalo. No tiene un comportamiento estacionario. La via de transmision es el
contacto respiratorio muy cercano. Es una enfermedad altamente contagiosa con
una tasa de ataque de un 90 % en contactos familiares. Esta enfermedad puede
afectar a cualquier edad. Los lactantes, constituyen el grupo etario en el cual se
producen las mayores complicaciones y la tasa de mortalidad es més alta (Edwards
y Decker, 2004).

En los paises donde hay control por vacunacion y en aquellas donde la tos ferina es
epidémica, la enfermedad endémica ocurre en adultos, siendo la responsable de los
ciclos de enfermedad observados en los nifios no vacunados (Cherry, 1998). Por
esta razon se ha sugerido la necesidad de reactivacion en adolescentes y adultos.
En los paises subdesarrollados, el principal problema es la tasa de abandono entre
la primera y la tercera dosis de la vacuna, quedando los nifios sin proteccion en el
periodo vulnerable de los primeros 6 meses de vida (Cherry, 1999; Van der Wielen
etal., 2003).

4 Virus de la hepatitis B (VHB)

El VHB es el virus prototipo de la familia Hepadnaviridae donde se agrupan varios
virus de ADN hepatotropicos. Es un virus de doble cubierta. Su principal hospedero
es el hombre. Este virus fue identificado como agente causal de la hepatitis sérica
en 1968 por B. Blumberg (Hamilton, 1994).
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4.1 Enfermedad

Luego de un periodo de incubacion prolongado, hasta seis meses, la infeccion con
este virus puede dar manifestaciones clinicas de grado variable. En las formas
ligeras, los sintomas simulan un catarro banal. El cuadro tipico de hepatitis se
caracteriza por astenia, ictericia, vomitos y dolor en el hipocondrio derecho. En
muchos casos, la infeccion cursa de modo subclinico y asintomatico y el individuo
es detectado durante estudios serolégicos de rutina. En algunos pacientes, la
infeccién puede seguir un desenlace fulminante y muchas veces fatal, con muerte
por dafio hepatico severo. La infeccidén en el feto o lactante tiene mayor riesgo de
evolucionar hacia portador asintomatico y formas crénicas de infeccién (Muzio y
Penton, 1998).

4.2 Antigeno de superficie (HBsSAQ)

El HBsAg (siglas en inglés del antigeno de superficie del VHB) es la proteina
principal de la envoltura viral. Su naturaleza es lipoproteica y generalmente se
asocia a lipidos de las células hospederas. Constituye el marcador serolégico mas
importante de la infeccion con el VHB. La deteccion del HBsAg en el suero del
individuo infectado, se utiliza para el diagnéstico de la infecciéon por el VHB (Muzio y
Pentén, 1998).

El desarrollo de anticuerpos anti-antigeno de superficie (anti-HBs) indica
recuperacion clinica e inmunidad contra la hepatitis. Estos anticuerpos neutralizan
al VHB. La respuesta protectora anti-HBs est& dirigida contra el determinante a
comun para todos los subtipos de VHB, por esta razén hay proteccién cruzada
frente a la reinfeccion por cepas que expresen determinantes de subtipo distinto a

los de la cepa inductora (Shokrgozar y Shokri, 2002; Mast et al., 2004).

4.3 Inmunidad

La respuesta de anticuerpos contra las proteinas de superficie del VHB es un
proceso T-dependiente. Esta respuesta esta compuesta por células T cooperadoras
y citotéxicas y es vigorosa y policlonal durante la hepatitis B aguda localizada. En
los portadores cronicos, ncapaces de eliminar el virus, la respuesta es débil e

indetectable. Los anticuerpos anti-HBs son neutralizantes, inhiben la union del virus
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y su entrada a las células, de aqui su importancia en la prevencion de la infeccion
viral (Jung y Rape, 2002).

4.4 Prevencion
La inmunizacion pasiva se realiza a través de la administracion de la gamma

globulina hiperinmune a hepatitis B, la cual posee titulos elevados de anti-HBs.

El HBsAg constituye el componente antigénico fundamental de las vacunas anti-
hepatitis B disponibles actualmente. La vacunacion universal anti-hepatitis B y su
inclusion en el Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAIl), ha sido la estrategia
gue mayor impacto ha logrado en el control de la enfermedad, ya que la vacunacion

exclusiva a los grupos de riesgo no tuvo el resultado esperado (Gilkset al., 1990).

4.4.1 Vacunas plasmaticas

El primer enfoque en la elaboracion de vacunas fue la obtencién de particulas de
HBsAg a partir del plasma de portadores asintomaticos, negativos al HBeAg (siglas
en inglés del antigeno e del VHB). Las vacunas plasméticas no fueron tan utilizadas
como se esperaba. Las causas principales fueron: la complejidad y la duracién de
los procedimientos de obtencion; la necesidad de prolongadas y costosas pruebas
de inocuidad para liberar los lotes de vacunas; la limitada capacidad de produccion
por la falta de disponibilidad de donantes de plasma adecuados y el temor al riesgo
de contraer una infeccion con el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y otros
patdégenos transmitidos por via sanguinea (Muzio y Pentén, 1998).

4.4.2 Vacunas recombinantes

El HBsAg fue expresado eficientemente en la levadura Saccharomyces cerevisae y
en 1986 se aprobd la primera vacuna recombinante para su uso en humanos. El
HBsAg obtenido por esta via posee caracteristicas similares al natural, derivado del
plasma. La vacuna ha demostrado una seguridad, inmunogenicidad y eficacia
ampliamente probadas en animales y humanos (Diaz et al., 1995; Akram et al.,
2005).

Otras levaduras como Pichia pastoris han sido empleadas para la expresion exitosa
del antigeno. El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de Cuba,
produjo en 1989, una vacuna recombinante (HEBERBIOVAC-HB) altamente
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inmunogénica y con una efectividad de un 95% en hijos de madres positivas al
HBsAg, usando como vector de expresion esta levadura (Muzio y Penton, 1998).

Las vacunas recombinantes tienen la ventaja de un bajo costo, mejor tolerancia,
estabilidad, posible uso con otros inmundgenos y alto poder inmunogénico. La
vacunacion masiva en nifios tiene varias ventajas: la proteccién en edades
tempranas donde la posibilidad de convertirse en portador crénico es mayor; poca
reactogenicidad, mayor inmunorespuesta, y posibilidad de ser utilizada en

combinacién con otras vacunas (Diaz et al., 1997).

4.5 Epidemiologia

El VHB tiene una distribucion mundial, existen zonas de alta, intermedia y baja
prevalencia de la infeccién de acuerdo a la positividad al HBsAg (> de 8%, alta; de
2-7 %, intermedia y < de 2 %, baja). Las vias de transmisién de esta infeccion son:
la perinatal, parenteral, percutanea y sexual. Entre un 80-90% de las personas
infectadas al nacimiento desarrollan infeccion crénica, esta proporcion disminuye a
medida que aumenta la edad (25-50 % en los infectados entre 1-5 afios y de un 5-

10 % en los mayores de 10 afios) (Hamilton, 1994).

La infeccion con el VHB no muestra tendencia estacional ni predileccion por ningun
grupo etario, aunque hay grupos definidos de mayor riesgo como adictos a drogas
parenterales, personas con retraso mental recluidas en instituciones, personal de
atencion a la salud, pacientes sometidos a multiples transfusiones sanguineas,
pacientes con transplante de 6rganos, pacientes de hemodidlisis, personas muy
promiscuas y lactantes recién nacidos de madres portadoras del HBsAg (Muzio y
Pentdn, 1998).

5 Inmunidad de las vacunas en lainfancia

La inmunizacién en la etapa de la lactancia funciona como un potente estimulador
del sistema inmunolégico a quien prepara para respuestas posteriores (Kane,
1994). Casi todas las vacunas de la infancia, necesitan de varias dosis para brindar
la esperada proteccion. Los intervalos largos (de al menos 2 meses) entre las dosis
son importantes si se tiene en cuenta la maduracion gradual de la afinidad de las

células B antigeno-especificas (Siegrist, 2001).
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En los primeros afios de la vida predomina una respuesta de anticuerpos IgM.
Cuando se trata de repetidas dosis de vacunas, hay produccion de anticuerpos IgG,
sobre todo IgG1l y IgG3. Algunos antigenos vacunales y algunos adyuvantes son
capaces de activar células B neonatales y disparar su diferenciacién en células B de
memoria, este es un mecanismo esencial en el papel preventivo de las vacunas en

la infancia temprana (Kovarik y Siegrist, 1998b).

6 Vacunas combinadas

6.1 Ventajasy desventajas

Las vacunas que contienen antigenos pertenecientes a dos 0 mas microorganismos
0 aquellas que contienen antigenos de dos 0 mas serogrupos o serotipos de un
mismo microorganismo se denominan vacunas combinadas. La combinacién de los
toxoides diftéricos, tetanicos y de la fraccion de células completas de B.pertussis
inactivadas (DTP), constituye la vacuna combinada bacteriana mas antigua y fue
licenciada en el afio 1949 (Moraga y Campins, 2004).

Las principales ventajas de estas vacunas son: la prevencion de un mayor nimero
de enfermedades; aumento de la cobertura vacunal;, rapido cumplimiento del
calendario; una mayor aceptacioén por parte del publico al disminuir el nimero de
pinchazos; una mayor comodidad de uso (simplificaciébn del transporte y del
almacenamiento y disminucion de la cantidad de visitas) y que facilitan la
armonizacion de los calendarios y la introduccion de nuevas vacunas (Moraga y
Campins, 2004).

Los posibles inconvenientes de las vacunas combinadas son la interferencia
inmunolégica entre algunos de sus componentes que puede producir disminucion
de la respuesta inmunoldgica, lo cual no equivale siempre a una menor eficacia
vacunal; la complejidad de la valoracion de la reactogenicidad, ya que las
reacciones adversas son mas dificiles de atribur a cada uno de sus componentes;
la variabilidad del contenido de los diversos lotes debido a su multiple composicién;
y el mayor costo directo de la vacuna combinada comparado con los antigenos
independientes que contiene, aunque el costo indirecto disminuye al requerir un
menor numero de visitas, de personal y gasto en concepto de material y de

almacenamiento (Decker et al., 2004).
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En 1988, el PDVI (siglas en inglés de Grupo de Iniciativa para el Desarrollo de la
Vacuna de la Infancia) proporcioné el apoyo para el desarrollo de una vacuna
combinada DTP-HB, teniendo en cuenta que la vacunacién primaria contra la
hepatitis B podria ser compatible con los esquemas de DTP recomendados por la
OMS. La Unién Europea licenci6 esta vacuna en el afio 1996, después de multiples

ensayos clinicos (André, 1999).

6.2 Inmunidad de las vacunas combinadas

Tradicionalmente, la respuesta inmunolégica de las vacunas combinadas se ha
medido por la respuesta humoral a sus antigenos independientes. Para algunos
antigenos, los estudios de eficacia e inmunogenicidad de vacunas han identificado
correlacion entre el nivel de anticuerpos post-vacunales y la proteccion contra la
enfermedad (Decker et al., 2004).

Para el toxoide tetanico se considera que un nivel individual de anticuerpos post-
vacunales predice directamente el estado de proteccion, si los anticuerpos estan por
debajo de este nivel, la persona esta en riesgo de contraer la enfermedad. Para el
toxoide diftérico, se ha observado que un individuo con determinado nivel de
anticuerpos no esta necesariamente protegido, sin embargo se ha visto una
correlacion directa entre cierto nivel medio de anticuerpos en la poblacion y la
proteccion frente a brotes de la enfermedad. Para algunos antigenos como el
HBsAg, esta identificado el nivel individual de anticuerpos protectores post-
vacunales. Cuando estos niveles caen en el tiempo, la respuesta de memoria puede
asegurar la proteccion contra la enfermedad clinica aun cuando los niveles de
anticuerpos pre-exposicibn sean bajos o indetectables. Los antigenos de B.
pertussis, para los cuales todavia no esta definida la correlacion entre el nivel de
anticuerpos postvacunacion y la proteccién; se han buscado otros analisis, como la

determinacioén de la inmunidad celular después de la vacunacién (Capiau, 2003).

6.3 Actualidad de las vacunas combinadas

El aumento creciente del nimero de vacunas en los calendarios de inmunizaciones
sistematicas ha hecho progresar la investigacion y el desarrollo de las vacunas
combinadas. Especialmente la vacuna DTP, ha ofrecido las mejores perspectivas

como componente esencial de las nuevas combinaciones. A partir de esta vacuna
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triple bacteriana, en su forma con células enteras de B. pertussis o de pared
completa (DTPe) o con los componentes acelulares de B. pertussis (DTPa), se han
desarrollado formulaciones combinadas tetravalentes, pentavalentes y hexavalentes

(Moraga y Campins, 2004).

Existen combinaciones de DTP con el HBsAg y/o el virus de poliomelitis y/o
Haemophilus influenzae b (Hib). No hay muchas firmas farmacéuticas productoras
de vacunas combinadas. Las combinaciones disponibles internacionalmente vy
ampliamente usadas son aquellas de Aventis Pasteur y GlaxoSmithKline (GSK)
(Decker et al., 2004).

7 Ensayos clinicos

Los ensayos clinicos aleatorizados se exigen para lograr el licenciamiento de las
vacunas combinadas. La aleatorizacion brinda varias ventajas: evita el sesgo
consciente e inconsciente y proporciona una base para las pruebas estadisticas de
significacion. Una practica comun es utilizar un tamafio muestral suficientemente
grande. Mientras mas variable sea la respuesta, mayor deberd ser el tamafio
muestral para evaluar que el efecto observado, representa un efecto verdadero del

tratamiento o simplemente, es el resultado del azar (Wittes, 2002).

Los ensayos clinicos aleatorizados se clasifican en fases. La fase | tiene objetivo
principal investigar la dosis y la via de administracion de una nueva vacuna y
determinar su toxicidad. La fase Il proporciona datos sobre las reacciones locales y
sistémicas, demuestra la ausencia de interferencia inmunologica entre los
componentes y brinda datos preliminares sobre la seguridad de las vacunas, evalua
la seguridad y la inmunogenicidad de la nueva formulacion. La fase Ill investiga la
eficacia de las vacunas. El término fase IV se usa menos pero se refiere a estudios
gue evaltan la efectividad de una intervencion probada cuando se usa a amplia
escala (Midthun et al., 2001).
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MATERIALES Y METODOS
La evaluacion de la inmunogenicidad de la vacuna Trivac-HB, s realizé en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patégenas (LNRNP) y en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV), del Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) en el periodo comprendido entre los meses de
noviembre de 2001 a mayo de 2003. Se siguio el esquema de trabajo representado

en el anexo 1.

1 Tipodeestudio

Se realiz6 la determinacion de los titulos de anticuerpos de un ensayo clinico Fase
II, simple ciego (el laboratorio no conocia a que grupo pertenecia cada nifio) en
lactantes sanos. El protocolo de investigacion fue sometido a la consideraciéon del
Comité de Bioética y Revision del IPK, quien dio su aprobacion para el inicio del

ensayo.

2 Consideraciones éticas del estudio

La participacion de los lactantes en la investigacion, estuvo determinada por la
autorizacion voluntaria de sus padres y/o tutores, hecho expresado a través de la
firma del documento de Consentimiento Informado (véase Anexo 2), luego de
habérseles explicado verbalmente a través de una entrevista personal, las
caracteristicas del ensayo y del producto a evaluar. Los padres podian retirar a sus
hijos de la investigacion en cualquier momento sin perjuicio alguno.

3 Muestra

3.1 Muestrade laserie primaria de vacunacion

En el estudio se proces aron 1265 sueros de lactantes sanos, de los cuales 662 eran
de la provincia de Cienfuegos y 603, de la provincia de Camagiey, con peso mayor
de 2500 g, hijos de madres negativas al antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B (HBsAQ), el tétanos, la difteria o la tos ferina. Quinientos noventa eran nifias

y 662 eran nifios.
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3.2 Muestrade lareactivacion
Se seleccion6 una muestra de 381 sueros del grupo de lactantes vacunados con
Trivac-HB entre las dos provincias.

4 Grupodevacuna
Los lactantes fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos de vacunacion, el
grupos A (de estudio) y el grupo B (control).

4.1 Grupo de la serie primaria de vacunacion
Grupo A (de estudio): 645 sueros de lactantes a los cuales se les aplico la
vacuna combinada TRIVAC-HB (CIGB-Finlay) en la cara anterolateral del
muslo derecho por via intramuscular; en un esquema de tres dosis a partir

del segundo mes de edad, a los cuatro y a los seis meses,

Grupo B (control): 607 sueros de lactantes a los cuales se les aplico la
vacuna mexicana DPT (BIRMEX) y Heberbiovac-HB (Heber-Biotec), de
forma simultanea, pero separada en las regiones anteriores de los muslos,
DPT (muslo derecho) y Heberbiovac-HB  (muslo izquierdo), por via

intramuscular en un esquema similar al anterior.

4.2 Grupo delareactivacion

A los 18 meses de edad, se aplicd una dosis adicional con la vacuna Heberbiovac -
HB, a la totalidad de los nifios del grupo A, previo consentimiento de los padres
(véase Anexo 3). Se determinaron los nuevos titulos de anticuerpos anti-HBs a una

muestra de 381 sueros, que represento el 57. 73 % de los lactantes de este grupo.

5 Vacunas utilizadas

5.1 Vacunas de la serie primaria de vacunacion
Grupo A: se le administré la vacuna combinada cubana contra la difteria,
tétanos, tos ferina y hepatitis B (DPT/HEBERBIOVAC-HB) Lote DPT-HB/XIII
(CIGB-Finlay):

Grupo B: se le aplicé simultaneamente la vacuna comercial de origen
mexicano DPT (BIRMEX) Lote 259-8. También se le aplicé la vacuna
cubana Heberbiovac -HB (Heber-Biotec), Lote 9B05610.
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5.2 Vacunade lareactivacion
A los nifios que recibieron esta dosis de refuerzo se les aplico la vacuna
Heberbiovac-HB (Heber-Biotec), Lote 1C00920.

6 Evaluacién delainmunogenicidad

6.1 Evaluacién delainmunogenicidad de la serie primaria

A los 7 meses de edad, treinta dias después de la tercera dosis de la vacuna, se
extrajo una muestra de sangre, para determinar los titulos postvacunacion de IgG
de antitoxina diftérica, antitoxina tetanica y la respuesta humoral a los antigenos
hemaglutinina filamentosa y toxina pertussis de B. pertussis, a través de un sistema
de ELISA directo de la firma alemana NovaTec. El LNRNP realizd0 estas

determinaciones.

El LNRHV llevo a cabo la determinacion de los titulos anti-hepatitis B (anti-HBs). Se
empled un sistema de ELISA sandwich de la firma holandesa Organon Teknika.

6.2 Evaluacion de lainmunogenicidad de la reactivacion

A los 19 meses de edad, treinta dias después de una cuarta dosis con la vacuna
Herberbiovac-HB, se extrajo una muestra de sangre, para determinar los titulos anti-
HBs. Se emple6 el mismo sistema de ELISA.

Determinacion de los titulos de antitoxina tetanica (anti-TT):

La cuantificacion de los titulos de antitoxina tetanica se realizé a través de un
ensayo inmunoenzimatico comercial de ELISA directo (NovaTec-Clostridium tetani
lgG-ELISA Prod. No. TETG0430) disefiado para la determinacion cuantitativa de
anticuerpos clase IgG en el suero humano. Los pocillos estaban recubiertos con
toxoide tetanico. El primer paso consistio en afiadir las muestras de suero diluidas,
a continuacion se adic ion6 el conjugado de anticuerpos de conejo anti-lgG humana
marcados con la enzima HRP (siglas en inglés de peroxidasa de rabano picante).
La reaccion positiva produjo una coloracion azul que se volvié amarilla cuando se
detuvo la reaccion con &cido sulfurico. La titulacion de las muestras se realiz6 a
través del célculo de una curva estandar, construida a partir de una serie de
controles aportados por el fabricante, los cuales estaban estandarizados contra el

“Primer estandar de inmunoglobulina tetanica humana (CODE TE-3 del Instituto
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Nacional para los Estandares Biolégicos y para el Control (NIBSC, siglas en inglés),
Potters Bar, Reino Unido”.

- Determinacion de los titulos de antitoxina diftérica (anti-TD)

La cuantificacion de los titulos de antitoxina diftérica se realiz6 a través de un
ensayo inmunoenzimatico comercial de ELISA directo (NovaTec-Corynebacterium
diphtheriae IgG-ELISA Prod. No. CORGO0090) disefiado para la determinacion
cuantitativa de anticuerpos clase IgG en el suero humano. Los pocillos estaban
recubiertos con toxoide diftérico. El primer paso consistio en afadir diluciones de las
muestras de suero, a continuacion se adicionaron anticuerpos de conejo anti-lgG
humana marcados con la enzima HRP. La reaccién positiva produjo una coloracion
azul que se volvido amarilla cuando se detuvo la reaccién con acido sulfurico. Los
controles de ensayo estaban calibrados a partir del estandar para difteria con cédigo

91/534 del NIBSC. A partir de la curva estandar se titularon las muestras.

Determinacion de los titulos de anticuerpos IgG a hemaglutinina filamentosa

y toxina pertussis de B. pertussis (anti-tos ferina)

La cuantificacién de los titulos de anticuerpos contra B. pertussis se realiz6 a través
de un ensayo inmunoenzimético comercial ELISA (NovaTec-Bordetella pertussis
lgG- ELISA Prod. No. BOPGO0030) para la determinacién cualitativa vy
semicuantitativa de anticuerpos IgG en el suero humano. Los antigenos toxina
pertussis y hemaglutinina estaban fijados a la fase sélida. Primeramente, se
afadieron las muestras de suero diluidas, luego el conjugado de HRP. La adicion
del sustrato produjo una reaccién de color azul cuando la muestra era positiva. La
reaccion se detuvo con &cido sulfurico. No existe un estandar internacional para
calibrar estos ensayos nmuno-enzimaticos. El fabricante suministrd6 un valor de
corte de 10 NTU (unidades NovaTec, siglas en inglés). El ensayo tenia 3 criterios
de interpretacion: positivo, muestras con titulos mayores de 10 NTU; negativo,
muestras con titulos menores de 9 NTU y dudoso (zona gris): muestras con valores
entre 9y 11 NTU.
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Determinacion de los titulos de anticuerpos anti- HBs

Esta basado en el principio del sandwich. Las tiras de poliestireno estaban
recubiertas con el antigeno HBsAg (fase sélida). La muestra se incub6 en estos
pocillos. Si habia anticuerpos anti-HBs en la muestra, entonces se unieron al
antigeno. A continuacién se afiadio el HBsAg marcado con la enzima HRP. En caso
de reaccion positiva, el antigeno marcado se unio al complejo anticuerpo-antigeno
gue se formé anteriormente. La incubacién con sustrato enzimatico produjo un color
azul en el pocillo de prueba que se volvio amarillo cuando se detuvo la reaccion con
acido sulfarico. Si la muestra no contenia antirHBs, solo se desarroll6 una leve
coloracién. Los controles del ensayo estaban calibrados frente a la preparacion de
referencia de la OMS, del Laboratorio Central de Servicios de Transfusiones
Sanguineas de Amsterdam, Holanda.

7 Criterios de seroproteccion
Fraccion tetanica (T): Se consideraron seroprotegidos aquellos nifios

con titulos mayores que 0.1 Ul/ml (Galazka, 1993b).

Fraccion diftérica (D): Se consideraron seroprotegidos aquellos nifios

con titulos mayores o iguales a 0.1 Ul/ml (Galazka, 1993a).

Fraccion pertussis (P): Se consideraron seroprotegidos aquellos nifios
con titulos mayores o iguales 10 NTU (Galazka, 1993c).

Fraccion hepatitis B (HB): Los titulos seroprotectores fueron aquellos
mayores o iguales a 10 Ul/l. La respuesta se clasifico en no respuesta
(<10 UIL), hiporespuesta (10 U/L £ anti-HBs = 99 UI/L), normo-
respuesta (100 = anti-HB = 999) e hiperrespuesta (3 1000 UI/L) (Kane,
1994).

8 Analisis estadistico

A partir de las determinaciones de titulo de anticuerpos de los sueros, se calculo el
nivel de seroproteccion por grupo de vacuna y por sexo. También se calcularon los
porcientos de respuesta de anticuerpos anti-HBs. Se determiné el titulo promedio

aritmético (TPA), el titulo promedio geométrico (TPG) de los anticuerpos y los
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intervalos de confianza (IC) de los titulos de anticuerpos con un 95% de
confiabilidad.

El TPA es la media aritmética de los valores de los titulos de anticuerpos.

El TPG es el antilogaritmo de la media de los valores de los titulos de anticuerpos,
previamente transformados, con el proposito de reducir la variabilidad de la

respuesta y obtener una distribucion normal.

El titulo de anticuerpos fue considerado como una variable cuantitativa y continua.
Para comparar las medias utilizamos la prueba de diferencias de medias para
grupos independientes y el analisis de varianza. Los datos obtenidos fueron
analizados con el paquete estadistico NCSS 2000 y PASS 2000 (Jerry Hintze)

Se calcul6 la significacion estadistica. Las comparaciones entre los grupos con
valores con distribucién normal se realizd utilizando pruebas de Student, para
varianzas no desiguales y de Aspin-Welch, para varianzas desiguales. Las pruebas
de Mann Whitney, Kruskall-Wallis y de Wilcoxon también se utilizaron, en el caso
de datos no paramétricos. Cuando P< 0.05, se consider6 que habia diferencias
estadisticamente significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
La muestra inicial fue de 1265 sueros, pero solo se pudo hacer las cuatro
determinaciones en 1252 de ellos, quedando el grupo A (de estudio) y el grupo B
(control), compuesto por 655 y 607 lactantes, respectivamente. El 1 % de las
muestras resulté no util debido a volumen insuficiente o hemalisis de los sueros. Se
realizaron 1252 determinaciones de anti-TT; 1255, de anti-TD y 1259, de

anticuerpos anti-tos ferina'y 1261 de anticuerpos anti-HBs.
Analisis por grupo de vacuna
Determinacion de los niveles de seroproteccién y medias de los titulos

Los resultados obtenidos al finalizar la serie primera de vacunacion (tercera dosis)
se muestran en la tabla 1 y 2. Para las antitoxinas tetanica y diftérica, se calculé el

TPA; para los anticuerpos anti-tos ferina y anti-HBs se calcul6 el TPG.

Tabla 1. Niveles de seroproteccién (%) por grupo de vacuna a la tercera dosis.

Grupo | Vacuna Anti-TT Anti-TD Anti-tos ferina |  Anti-HBs
A Vacuna 99.8 99.8 81.8 86.2
n=645 | €OM binada
B Vacunacion 100 100 90.2 99.17
n=607 | Simultanea

Tabla 2.Titulos por grupo de vacuna a la tercera dosis.

Grupo Vacuna Anti-TT Anti-TD Anti-tos Anti-HBs
ferina

Grupo A| Trivac-HB 5.26 Ul/ml | 13.72Ul/ml  16.41 NTU 126.25Ul/L

n=645 IC:4.98-5.53 IC:13.1214.32  IC:15.83-17.02 IC:109.84-145.09
Grupo B DPT 8.45Ul/ml | 14.23Ul/ml 20.78 NTU
n=607 IC: 8.108.84 | 1C:13.62-14.84  IC:19.99-21.60

Heberbiovac - 721.40 Ul/L

HB IC: 646.25-805.36
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Fraccion tetanica (T)

El nivel de seroproteccion de antitoxina tetanica alcanzado con el Grupo A, fue
99.8% y el obtenido con el Grupo B fue 100%, no se encontrd diferencias
estadisticamente significativas con una P=0.25. La media aritmética de antitoxina
tetanica (anti-TT) en el Grupo A, con la vacuna combinada, fue de 5.26 Ul/ml (IC:
4.98-5.53), mientras que en el grupo B, con la vacuna simultanea fue de 8.45 Ul/ml
(IC: 8.10-8.84). Hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias,
como lo demostré la prueba de Mann Whitney, con una Z=9.06 y P=0.00. (véase
Tablaly?2)

Fraccion diftérica (D)

El nivel de seroproteccion de antitoxina diftérica con el Grupo A fue 99.8% vy el
obtenido con el Grupo B fue 100%, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, con una P=0.40. La media aritmética de antitoxina
diftérica (anti-TD) obtenida con el Grupo A fue 13.72 Ul/ml (IC: 13.12-14.32) y la
obtenida con el Grupo B fue 14.23 Ul/ml (IC: 13.62-14.84). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos, como lo indica la

prueba de Student, con un valor de T=-1.23 y P=0.21. (véase Tablaly 2)
Fraccion pertussis (P)

La seroproteccién anti-tos ferina alcanzada con el Grupo de Estudio fue 81.8%,
mientras que para el Grupo Control fue 90.2%. El TPG de anticuerpos anti-tos ferina
obtenido en el Grupo de Estudio fue 16.41 NTU (IC: 15.83-17.02), sin embargo, en
el grupo control fue 20.78 NTU (IC: 19.99-21.60). Observamos diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de vacunas como lo demostré la

prueba de Student, con un valor de T=-8.8 y P=0.00. (véase Tablas 1y 2)
Fraccion hepatitis B (HB)
El 86. 3 % de los lactantes del Grupo A lograron titulos seroprotectores (10 UI/L)

anti-HBs, mientras que 99.2% de los lactantes del Grupo B, lograron titulos mayores

de 10 UI/L. EI TPG de anticuerpos anti-HBs fue 126.25 UI/L, (IC: 109.84-145.09
UI/L) en el Grupo A, sin embargo en el Grupo B fue de 721.40 UI/L (IC: 646.25 —

805.36). (véase Tablas 1 y 2). Se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas entre los grupos, como lo demostré la prueba de Mann Whitney, con
un valor de U=16.9 y P=0.00.

Como se puede observar, se logré una amplia proteccion de antitoxinas tetanica y
diftérica con la vacuna combinada Trivac-HB. Los niveles de seroproteccién para las
dos antitoxinas con esta vacuna estuvieron por encima del 95 %, valor
recomendado por la OMS (Galazka, 1993a; Galazka, 1993c) para considerar una
vacuna inmunogénica y coinciden con otros estudios de evaluacién de la vacuna
tetravalente de células completas Tritanrix-HB de Glaxo Smith Kline.
(Papaevangelou et al., 1995; Aristegui et al, 1997). Los mejores resultados se
obtuvieron con la antitoxina diftérica para la cual no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la vacuna de estudio y la vacuna control
previamente licenciada, y aunque la media de antitoxina tetanica fue ligeramente
inferior en el grupo A, y hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos, esto no equivale a que Trivac-HB sea un vacuna menos inmunogénica,
dado que 99.8 % de los lactantes tuvieron titulos seroprotectores. Segun nuestros
resultados, la combinacion de los cuatro antigenos no genera interferencia

inmunoldgica en las respuestas de las antitoxinas tetanica y diftérica.

Los ensayos clinicos han demostrado que las vacunas anti-tos ferina mas eficaces
son aquellas cuyo nivel de seroproteccion esta por encima del 80 % (Poovorawan et
al., 1994; Pertussis vaccines, 1999). En el caso de Trivac-HB, el 81.8 % de los nifios
tuvieron titulos seroprotectores anti-tos ferina, valor considerado como una
respuesta aceptable. Por otra parte, aun cuando la vacuna de células completas
tiene muchos afios de creada, todavia no esta definido el nivel protector de
anticuerpos (Kanra et al., 1995; Cherry et al., 1998; Yeh et al., 2001). La proteccién
de los contactos intrafamiliares es la mejor prueba de eficacia de vacunas anti-tos
ferina (Edwards y Decker, 2004).

La mayoria de las pruebas seroldgicas usadas en los ensayos clinicos de vacunas
miden la respuesta de anticuerpos anti-TP y anti-FHA (Sanz et al., 2002). En
nuestro estudio también empleamos un ELISA anttTP y anti-FHA.

Internacionalmente, no se dispone de un estandar para cuantificar los anticuerpos.
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Cada fabricante define el valor de corte y las unidades para expresar los titulos
(Mills et al., 1998; Edwards y Decker, 2004).

Se conoce que los anticuerpos anti-TP inhiben la union de la bacteria a las células
epiteliales (Begué et al., 1997; Espésito et al., 2001) y estan asociados con la
inmunidad natural a la tos ferina. Se piensa que estos anticuerpos son los mas
importantes mediadores de la proteccion clinica (Watanabe, 2002). FHA es un
potente inmundgeno y los anticuerpos anti-FHA, alteran la adherencia de las
bacterias a las células del epitelio respiratorio y estan presentes después de la
infeccion natural y de la vacunacion (Galazka, 1993b, Edwards y Decker, 2004).

También hay que tener en cuenta que, la infeccion natural y las vacunas de células
completas de B. pertussis producen una respuesta inmunoldgica
predominantemente de tipo celular. Hay estudios que muestran que nifios con bajos
titulos de anticuerpos anti-tos ferina, tienen una buena respuesta celular (Ausiello et
al., 1997, Cassone et al.,, 1997). Se conoce que después de la serie primaria de
vacunacion y antes de la dosis de reactivacion, los anticuerpos decaen en el tiempo

y sin embargo, persiste la respuesta mediada por células (Esposito et al., 2001).

Con Trivac-HB no se obtuvo un alto nivel de seroproteccién de anticuerpos anti-
HBs. Kanra y colaboradores obtuvo un valor similar con la vacuna combinada
DTP/HB de GlaxoSmithKline (GSK) de seroproteccion contra la Hepatitis B con un
esquema de 3 dosis (Kanra et al.,, 1995). La firma Aventis Pasteur de Francia ha
realizado ensayos clinicos con la vacuna hexavalente Hexavac contra la difteria, el
tétanos, la tos ferina, la poliomelitis, el Haemophilus influenzae tipo b y la hepatitis B
usando muestras grandes de lactantes y el nivel de seroproteccion anti-HBs, con un
esquema de 2, 4 y 6 meses ha estado en el rango de 87.7-100 % (Mallet et al.,
2004).

Se ha establecido un nivel minimo de 10 Ul/l como indicador de seroproteccion
contra hepatitis B en los ensayos clinicos controlados (Kane, 1994). La OMS
recomienda alcanzar d menos el 95 % de seroproteccion contra la hepatitis B
después de tres dosis de vacuna (World Health Organization, 1992), valor que no se
logr6 con Trivac-HB, lo cual permite sugerir la existencia de interferencia
inmunolégica con la fraccion de HBsAg de la vacuna. Por esta razon, en este



Resultados vy discusion 33

estudio, se planted la necesidad de suministrar una dosis adicional de Heberbiovac -
HB, que pudiera ser administrada al nacer o como reactivacion entre los 16 y 18

meses.

Hay que sefialar, que la mayoria de los trabajos encontrados en la literatura utilizan
un tamafio de muestra mucho mas pequefio que el utilizado en el presente estudio.
En muchos ensayos oscila entre 100 y 170 lactantes, aproximadamente
(Poovorawan et al., 1994; Diez-Delgado et al., 1997; André, 1999). En muchos de
ellos, los niveles de seroproteccion anti-HBs son mayores del noventa porciento sin
diferencias significativas entre los grupos de vacuna combinada y vacuna
simultdnea. Se conoce que un tamafio muestral pequefio no permite detectar si el
efecto obsewvado es resultado de la propia vacunaciéon o se debe al azar (Green,
2002; Wittes, 2002).

Resulta interesante observar que muchos estudios de ensayo clinico con 3 dosis de
vacuna realizados con la vacuna tetravalente de células completas de B. pertussis
de GSK, homdloga a Trivac-HB, no utlizaron como vacuna control DPT y HB
aplicadas simultdneamente, en muchos casos solo utilizaron como vacuna control a
DPT, por lo cual resulta muy dificil comparar el comportamiento de la fraccion HB,
ademas este hecho niega el principio de comparacion de los ensayos clinicos

(Poovorawan et al., 1994; Aristegui et al, 1997).

Generalmente, las vacunas combinadas se administran en la misma extremidad, a
diferencia de la vacunacién simultanea que se aplica en extremidades diferentes, lo
cual podria conllevar a un incremento de la competencia antigénica a nivel de un
mismo centro germinal de nodo linfatico regional. Esta hip6tesis también se ha
utilizado para explicar la disminucion del TPG para alguno de los antigenos de la
combinacion (Pichichero y Passador, 1997) lo cual también podria explicar la
disminucién de los titulos anti-HBs en Trivac-HB.

Calidad de larespuesta de anticuerpos anti-HBs

Los resultados obtenidos se muestran en la Graficaly 2:
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GRUPO A

11.36 % 13.80 %

22.88 %
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@ No respondedores mHipo-respondedores
O Normo-respondedores DOHiper-respondedores

Grafica l. Calidad de la respuesta anti-HBs con la vacuna combinada.

Grupo B

0.83%5.82 %

42.27 %

=No respondedores Hipo-respondedores
oNormo-respondedores O Hiper-respondedores

Grafica 2. Calidad de la respuesta anti-HBs con la vacuna simultanea.

Con la aplicacion de Heberbiovac-HB combinado, el 13. 8 % de los nifios fueron no
respondedores, sin embargo con la aplicacion de Heberbiovac-HB simultaneo, solo
0. 83 % de los lactantes no respondieron a este antigeno. Estos resultados
generaron los niveles de seroproteccion de 86.2 % y 99.17 % en el grupo Ay en el

grupo B, respectivamente.

Como se puede observar en las graficas anteriores, en los dos grupos el mayor
porciento de nifios se distribuy6 en el grupo de los normo-respondedores (100 =
ant-HBs = 999). Sin embargo en el caso de TRIVAC-HB el segundo grupo
importante fue el de los hipo-respondedores y en el caso de la simultanea fueron los
hiper-respondedores. Si se sumaran los normo-respondedores con los hiper-
respondedores de cada grupo, se vera que el 63. 33 % de los nifios en el grupo Ay

el 93.35 %, en el grupo B obtuvieron respuestas por encima de las 100 UI/L de anti-
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HBs, lo cual significa que mas de un 50 % de los nifios en cada grupo tendra
asegurada la proteccion por 10 afios, si se tiene en cuenta que tienen titulos 10
veces por encima del nivel considerado protector (10 UI/L). Este resultado coincide
con Diaz y colaboradores en el afio 1997, obtuvo un predominio de la respuesta
anti-HBs de mas de 100 IU/L con la aplicacién simultanea de Heberbiovac-HB, DPT
y VAMENGOC-BC a un grupo de lactantes.

Aunque el 22. 88 % de los nifios en el grupo A fue hipo-respondedor, estos nifios
estan seroprotegidos y en caso de infeccion natural con el VHB, este nivel de

anticuerpos sera suficiente para obtener una potente respuesta de memoria.

Segun nuestros resultados, el porciento de no respondedores fue mayor entre los
nifos del grupo donde se empled la vacuna combinada. Las razones pueden ser
diversas: la magnitud de la respuesta anti-HBs esta directamente relacionada con
el tiempo entre las dosis de vacuna (Mast et al, 2004). Se conoce que intervalos
grandes entre la segunda y tercera dosis incrementan los titulos (Gilks et al., 1990).
En este sentido, con esquemas cortos de 2, 4, 6 6 3, 4, 5 se han obtenido titulos
mas bajos que con los esquemas 0, 1, 6 6 3, 5, 11 (André y Safary, 1990;
Giammanco et al.,, 1998). Pudiera ser que los intervalos cortos entre las dosis
tengan una mayor influencia sobre los titulos anti-HBs cuando el HBsSAg estéa

combinado.

En nuestro estudio utilizamos un esquema de 2, 4, 6 meses y los resultados de
seroproteccion y los TPG fueron mas bajos con la vacuna combinada que los
obtenidos con la vacuna monovalente. Un resultado similar obtuvo ka firma GSK, en
1990, con una formulacién combinada DPT/HB, en nifios con un esquema 0-2-4, y
obtuvo un 100 % de seroproteccion, pero los titulos fueron 10 veces menores contra
el HBsAg, con respecto a los nifios que recibieron la vacuna DPT y la vacuna contra
la hepatitis B, en cada brazo por separado (André, 1994).

Se conoce que la presencia de un antigeno en una mezcla antigénica puede reducir
drasticamente la respuesta inmunoldgica contra todos los demas (Roitt, 1997). El
mecanismo de este efecto se explica por la competencia de los péptidos resultantes
del procesamiento de antigenos, por el surco del MHC (complejo de
histocompatibilidad, siglas en inglés). Hay una evidente jerarquia de los epitopos



Resultados vy discusion 36

con respecto a esta unidbn competitiva y se basa en la accesibilidad diferencial a las
proteasas cuando la molécula se despliega y la presencia o ausencia de secuencias
de aminoéacidos que faciliten la degradacién para producir péptidos en abundancia y
con afinidad relativamente alta por el surco del MHC. Nuestros resultados sugieren
qgue haya podido darse el fendmeno de interferencia entre los componentes HB y P,
si se tiene en cuenta que el HBsAg solo es un antigeno y las células completas de
B. pertussis contienen aproximadamente 3000 antigenos (Offit y Hackett, 2004), por
lo cual la competencia por el MHC podria estar a favor de los péptidos mayoritarios
resultantes del procesamiento de las células completas de B. pertussis.

Se conoce que las células completas de B. pertussis actiGan como un potente
adyuvante en la combinacién con los toxoides tetanicos y diftéricos en la vacuna
combinada DPT, mejorando la inmunogenicidad de los toxoides comparada con su
administracion separada (Greenberg, 1948; Salmaso et al., 1998). Sin embargo,
este efecto no esta descrito para el HBsAg combinado con la vacuna DPT de

células completas.

Se conoce que la TP y la AC en sinergismo con el LPS de B. pertussis, tienen un
potente efecto adyuvante sobre los antigenos inyectados combinadamente (de Jong
et al., 2002; Ross et al.,, 2004), al funcionar como activadores de las células
dendriticas, potentes células presentadoras de antigenos (Beutler, 2004). Estas
células capturan el antigeno, migran al nodo linfatico, expresan las moléculas
coestimulatorias (CD80 y CD86) y liberan citoquinas para la activacion y
diferenciacién de células T, que en cooperacion con las células B, son necesarias

para la produccion de anticuerpos (Offit y Hackett, 2004).

Se plantea que las impurezas de las vacuna DPT pudieran ser responsables de los
problemas en la combinacién de los antigenos. Se conoce que las proteasas
resultantes del metabolismo de B. pertussis en el preparado de células completas
pudieran degradar en cierta medida al HBsAg (Falk, 1999) y que el formaldehido
utilizado en la obtencion de los toxoides pudieran reaccionar también con proteinas
inespecificas y dar como resultado una mezcla impura que afecta la

inmunogenicidad (Kane, 1994), pero aun no se han hecho los estudios que apoyen
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esta hipotesis en el caso de la vacuna Trivac-HB (comunicacion personal del Dr. N.
Exposito, CIGB, 3 de septiembre de 2004).

Andlisis por sexo
Andlisis de la seroprotecciéon
En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de seroproteccion

Tabla 3. Nivel de seroproteccién (%) obtenido por sexo y por grupo de vacuna para
los cuatro antigenos monitoreados.

Grupo | Cantidad Sexo Anti-TT Anti-TD Anti-tos Anti-
ferina HBs

A 345 Masculino 99.7 100 80.3 85.8
300 Femenino 100 100 83.5 86.7

B 317 Masculino 100 100 91.5 99.3
290 Femenino 100 100 88.9 99

En los grupos A y B, entre el sexo masculino y femenino no existié diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles de seroproteccion de antitoxina
teténica y diftérica, anticuerpos anti-tos ferina ni anticuerpos anti-HB, con valores
de P>0.05.

Analisis de los Titulos Promedios

En la tabla 4 se muestran los resultados de titulos promedios obtenidos:

Tabla 4. Titulos promedios e intervalos de confianza segun sexo y grupo de vacuna

Grupo | Cantidad | Sexo Anti-TT Anti-TD Antitos Anti-HBs
ferina
345 Masc. | 5.13 Ul/ml 13.23 Ul/ml 15.67 NTU 120.53 UI/L
A IC:4.78-5.49 IC:12.4-140 | 1C:14.95-16.43 IC:99.6-145.8
300 Fem. 5.20Ul/ml 14.28Ul/ml 17.17 NTU 133.07Ul/L
IC:4.79-5.62  IC:13.41-15.16 | 1C:16.26-18.16 | 1C:108-63-163.01
317 Masc. 8.44Ul/ml 13.76Ul/ml 20.04 NTU 714.9UI/L
B IC:7.92-8.97  1C:12.92-14.6 | 1C:19.07-21.06 IC:616.2-829.5
209 Fem. 8.28Ul/ml 14.69Ul/ml 21.38 NTU 731.63UI/L
IC:7.79-8.77  1C:13.82-15.57 | 1C:20.18-22.65 | 1C:619.07-856.47
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GRUPO A

En este grupo, no existid diferencia estadisticamente significativa entre los TPG de
ambos sexos para la antitoxina tetanica y diftérica y anticuerpos anti-HB, mientras
qgue si hubo diferencia estadisticamente significativa para los anticuerpos anti-tos

ferina. (véase Tabla 3)

En la comparacion de los TP de antitoxina tetanica se utilizé la prueba de Mann
Whitney, con una Z=0.09 y P=0.92. Para la antitoxina diftérica, se emple6 a misma
prueba con una Z=1.64 y P= 0.09. Para los anticuerpos anti-HBs una Z=0.65 y una
P=0.51, demostraron que no habian diferencias significativas. Sin embargo, para los
anticuerpos anti-tos ferina, la prueba de Student, con una T=2.49 y P=0.01

demostraron que si diferencia estadisticamente significativa entre los TPG de este
grupo.
GRUPO B

En el Grupo B no existio diferencia estadisticamente significativa entre los TPG de

los sexos de los titulos de anticuerpos para ninguno los antigenos monitoreados.
(véase Tabla 4)

Para la comparacion de los TPA de la antitoxina tetanica y diftérica se utilizé la
prueba de Mann Whitney con una Z=0.07 y la P=0.93 y una Z=1.5663 y la P=0.11,
respectivamente y para los TPG anti-HBs se obtuvo una Z=0.53 y una P=0.58. En la
comparacion de los TPG de anticuerpos anti-tos ferina se utilizo la prueba de Aspin-
Welch, T=1.67 y una de P=0.09.

Se conoce que existe una diferencia sexual en las funciones del sistema
inmunologico dado por la actividad moduladora de las hormonas sexuales sobre la
funcion de las células inmunes. Generalmente, el sexo femenino muestra una
respuesta humoral y celular mayor que el sexo masculino en adultos (Roitt, 1997).
Muchos estudios sugieren que el estrégeno estimula la produccién de anticuerpos.
También hay trabajos sobre el efecto inmunosupresor de los andrégenos sobre la
produccién de anticuerpos y la produccion de células CD4" (Klein, 2004). Pero estas

diferencias no se manifiestan durante la primera infancia debido a la inmadurez del
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sistema inmunoldgico, de aqui la ausencia de diferencias significativas entre los
titulos de anticuerpos que se observé entre los sexos.

Durante esta etapa de la vida, se produce una maduracién gradual y lenta de la
afinidad de las células B antigeno-especificas. Los lactantes son capaces de
producir IgM, IgG e IgA, pero su avidez es menor. Esta produccién se incrementa
con la progresiva diversificacion del repertorio de anticuerpos, proceso que
comienza entre los 2 y 4 meses de edad, para IgM, y un poco mas tarde para IgG
(Siegrist, 2001).

En la infancia, los niveles de monocitos/macrofagos, el sistema complemento, las
células asesinas naturales estan por debajo del nivel adulto. Las células dendriticas
son menos eficaces en promover la proliferacion de células T ante la estimulacion
antigénica. Hay una menor expresion de células presentadoras de antigenos, de
moléculas co-estimulatorias y de adhesion (Kovarik y Siegrist, 1998a). Sugerimos
gue estas son las razones fundamentales que no permiten apreciar diferencias en la

respuesta de anticuerpos entre nifias y nifios.

Andlisis de lareactivacion
En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 5. Seroproteccion y TPG antiHBs de la dosis de reactivacion.

Seroproteccién 97.37%

TPG total 3317.1UI/L (IC:2574.4-4 274.2)

Tabla 6. Seroproteccion y TPG anti-HBs de la dosis de reactivacion segun el sexo.

Sexo Seroproteccion TPG

Femenino 96.3 % 3544.45 UI/L (IC: 2716.8-6169.7)

Masculino 97.9% 2811.4 UI/L (IC: 1996.6-3958.7)
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2.63% 5.77%
18.11%
73.49%
mNo respondedores Hipo-respondedores
oNormo-respondedores oHiper-respondedores

Gréfica 3. Calidad de la respuesta de anticuerpos anti-HBs obtenidos con la

reactivacion.

Luego de concluir, el andlisis de inmunogenicidad de la serie primaria de
vacunacion entre los grupos se decidid aplicar una dosis de reactivacién con
Herberbiovac-HB a los 18 meses de edad, a todos los nifilos del Grupo A, al
detectar que este grupo no alcanzé el porcentaje de seroproteccion esperado de
mas del 95 %.

Como parte del estudio de inmunogenicidad con la dosis de reactivacion, no se
incluyeron los titulos de antitoxina tetanica, ni anti-diftérica ni anticuerpos anti-tos
ferina, pues la dosis de refuerzo con estos antigenos no se disefi6 como ensayo

controlado.

Se seleccion6 una muestra 381 sueros entre las dos provincias para el analisis de
inmunogenicidad de anticuerpos anti-HBs. Con esta dosis de recuerdo el 97.37 %

de los nifios estuvieron seroprotegidos (vése tabla 5).

Se alcanzd un 97.9 % y un 96.3 % de seroproteccion para el sexo masculino y el
sexo femenino, respectivamente. No existid diferencia significativamente estadistica
entre los sexos en el grupo A, como lo demostro la P=0.5. En la vacunacion de
reactivacion de este Grupo A, se obtuvo un TPG de 2811.4 UI/L (IC: 1996.6-3958.7)
para el sexo masculino y 3544.45 UI/L (IC: 2716.8-6169.7) para el sexo femenino y
no se observd diferencia estadisticamente significativa entre estos valores, como lo
demostré la prueba de Student, con una T=1.40y P=0.11. (véase Tabla 9)
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El 91.6 % de los nifios tuvieron titulos por encima de 100 Ul/l con la dosis de
reactivacion. Solo el 5.77 % de los nifios fueron hipo-respondedores y el 2.63 % no

respondedores, respectivamente. (véase Grafica 3)

La gran cantidad de nifios que respondieron a la dosis de reactivacion demostraron
que las dosis anteriores de Trivac-HB estimularon correctamente el sistema
inmunolégico. Con 4 dosis de HBsAg se logra obtener una seroproteccion
comparable a la obtenida con su homologa la tetravalente DPT/HB (Tritanrix-HB) de
GSK en un ensayo realizado con nifios en un estudio (André, 1999). Este esquema
es el aprobado para el uso de la vacuna tetravente y pentavalente de células

completas de esta firma farmaceutica (Maung et al., 1997; Riedemann et al., 2002).

La respuesta a la vacuna recombinante de HBSAg es un proceso
inmunogenéticamente condicionado, donde participan multiples genes (Noh et al.,
2003). Esta descrita una relacion muy estrecha entre un genotipo de HLA (siglas en
inglés de human leukocite antigen), que no predomina en la poblacion, pero que
esta relacionado con la no respuesta a la vacuna anti-hepatitis B (Noh et al., 2003).
Se plantea que este genotipo “no respondedor” no se expresa en los respondedores
y sin embargo si se expresa en los individuos no respondedores y con
manifestaciones de varios grados en los hipo-respondedores (Martinetti et al.,
2000).

Los individuos que no responden a 4 dosis de vacuna se conocen como
?verdaderos no respondedores? (Martinetti et al.,, 2000). En estos individuos
aparentemente sanos, se han identificado diferencias en la capacidad de varias
glicoproteinas HLA clase Il para presentar los péptidos virales al sistema
inmunolégico, y por esta causa no son capaces de responder a algunas vacunas
de proteinas virales como el HBsAg recombinante (Martinetti et d., 2000; Offit y
Hackett, 2004). Se conoce que las células dendriticas presentan antigenos de la
superficie viral a través de las moléculas HLA 11 a los linfocitos T cooperadores, los
cuales bajo la estimulacion de algunas citocinas promueven la produccion de clones
de células B productoras de anticuerpos anti-HBs (Jung y Rape, 2002), de aqui que
la expresion de moléculas HLA malas presentadores de los péptidos pueda estar
relacionada con la no produccion de anti-HBs. (Martinetti et al., 2000).
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Las repetidas dosis de vacuna contra la hepatitis B durante en el primer afio de
vida, estimulan la produccién de anticuerpos IgG, sobre todo IgG1 y IgG3 (Kovarik y
Siegrist, 1998b). Se conoce que la vacuna Heberbiovac-HB aplicada en adultos es
capaz de activar la producciéon predominante de anticuerpos IgG de subclase 1
(Shokgozar y Shokri, 2002). Es interesante comprobar que la respuesta humoral
tanto en el caso del sistema inmune maduro de adultos y el sistema naive de
lactantes estimula la produccién de la misma subclase de anticuerpos ante la
vacunacion contra la hepatitis B 'y a pesar de la inmadurez del lactante, la
seroproteccion que obtuvimos después de 4 dosis de vacuna fue muy elevada con

un 71. 3 % de hiperrrespondedores.

La posible interferencia que hubo en Trivac-HB en el caso de los anticuerpos anti-
HBs y anti-tos ferina, se resolvié con la dosis adicional de Herberbiovac-HB a los
18 meses. Estudios en lactantes han demostrado que mas del 95 % de los
individuos previamente vacunados con 3 dosis de vacuna anti-HBs, tienen la
habilidad de alcanzar una rapida respuesta de memoria a la dosis de reactivacion,
aun si los anticuerpos no fueron detectables (Mast et al., 2004; Mallet et al., 2004)
como se observa en nuestro estudio, donde aun los hipo-respondedores alcanzaron
una respuesta muy alta. Por esta razon se plantea que una alta respuesta de
anticuerpos post-reactivacion, corrobora que el sistema inmunoldgico fue
correctamente estimulado por las primeras dosis de la vacuna (Kane, 2004).
Muchos estudios han demostrado que individuos con cuatro dosis de HBsAg estan
protegidos contra las formas sintoméaticas y cronicas de hepatitis B (Mallet et al.,
2004).

Hay que decir que en materia de vacunas combinadas, la uUltima palabra no esta
dicha, los complicados mecanismos que se dan en la combinacion no han sido
completamente elucidados. Hoy dia, la eficacia de la famosa vacuna Hexavac de
Aventis Pasteur esti en discusion después de 10 afios de uso en muchos paises
europeos, debido a los bajos titulos anti-HBs que esta reportando actualmente
(European Medicine Agency, 2005).

Los esquemas de vacunacion aprobados para un grupo de vacunas combinadas
licenciadas en la actualidad, como Hexavac de Aventis Pasteur e Infanrix hexa de
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Glaxo Smithkline incluyen una vacunacion primaria de 3 dosis de HBsAg alos 2,4y
6 meses y una reactivacion entre los 12 y 18 meses (Mallet et al., 2004, Zepp et al.,
2004). Por otra, parte hay una tendencia a incluir la vacunacion con el HBsAg al
nacer, con el fin de prevenir la transmisién perinatal de hepatitis B, seguido de la
vacunaciéon con 3 dosis con la vacuna combinada. En los paises de alta
endemicidad donde hay riesgo de tansmision perinatal del VHB, en 1992, la OMS
aprobo este esquema y la opcion de reactivar a los 18 meses (WHO, 1992).

El esquema cubano de vacunacién con Heberbiovac-HB monovalente es 0, 1, 6
meses en lactantes. La mejor manera de adecuar el esquema de Trivac-HB con el
PNI (Programa Nacional de Inmunizaciones) cubano es el esquema 0, 2, 4, 6, y asi

se mantendria la proteccion perinatal con anticuerpos anti-HBs.

El analisis de la inmunogenicidad de la primera vacuna combinada tetravalente
cubana (Trivac-HB) en un grupo de lactantes fue satisfactorio con el esquema 2, 4,
6 y 18 meses, con una dosis de reactivacion de Herberbiovac-HB. Hay que destacar
gue esta vacuna ya fue incluida en el PNI cubano. Esperamos que los subsiguientes
ensayos de eficacia y seguridad avalen el uso de esta vacuna en el resto del mundo
donde pueda contribuir a la proteccion contra el tétanos, la difteria, la tos ferina y la

hepatitis B en la poblacién infantil.

Son pocas las firmas farmacéuticas productoras de vacunas combinadas. Las
combinaciones internacionalmente usadas son aquellas de Aventis Pasteur y
GlaxoSmithKline, esta dltima produce una vacuna tetravalente DTP/HB, conocida
como Tritanrix Hep B, Unica combinada de células completas hasta ahora
disponible. Es bueno destacar que con estos resultados Trivac-HB del CIGB-Finlay
podria considerarse como la segunda vacuna tetravalente de células completas

disponible en el mundo.
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CONCLUSIONES
» La combinacion en Trivac-HB no afecta la respuesta de antitoxinas tetanica,
ni diftérica y proporciona una respuesta satisfactoria de anticuerpos anti-tos
ferina.

» La combinacién, generd interferencia inmunoldgica con la respuesta de
anticuerpos anti-HBs en la serie primaria de vacunacion.

» Con la vacuna tetravalente se obtuvo el mayor porciento de no respuesta y

de hiporespuesta anti-HBs.

» La inmadurez del sistema inmunoldgico del lactante permite explicar el

comportamiento similar de la respuesta de anticuerpos entre los sexos.

> La reactivacion con Heberbiovac-HB completa la serie de dosis necesarias

para que Trivac-HB sea considerada una vacuna inmunogénica.

» Nuestros resultados permitieron considerar a Trivac-HB una vacuna que
podria ser incorporada al Programa Nacional de Inmunizaciones.
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RECOMENDACIONES
» Comenzar la evaluacion inmunoldgica de Trivac-HB con un esquema de 2, 4,

6,18 en un grupo de lactantes.

» Realizar estudios de inmunidad celular a nifios participantes para confirmar

gue la aplicacién vacuna combinada proporciona inmunidad a largo plazo a la
tos ferina.

» Realizar estudios inmunogenéticos a los nifios que verdaderamente no

respondieron a cuatro dosis de HBsAg.
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Anexo 2
MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Seguridad y respuesta inmune de la vacuna combinada Trivac-HB

El que suscribe:

Conozco que:

La hepatitis B es una enfermedad causada por un virus que se transmite de la
madre infectada al nifio antes, durante o después del nacimiento, a través de la
leche materna por transfusiones de sangre y derivados de la sangre contaminados,
equipos médicos e instrumentales mal esterilizados, y a través de las relaciones
sexuales. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son: fiebre, dolor de cabeza,
manifestaciones digestivas como nauseas, vomitos, dolores abdominales, en
ocasiones coloracion amarilla de las mucosas, malestar general y sus
complicaciones mas peligrosas son hepatitis cronica, hepatitis fulminante, cirrosis
hepatica y cancer del higado.

La difteria, el tétanos y la tos ferina son enfermedades infecciosas que en nuestro
pais se encuentran erradicadas o en niveles sumamente bajo, gracias al programa
de vacunaciones que realiza el MINSAP. Estas enfermedades pueden cursar sin
sintomas, pero también pueden ser graves y causar la muerte.

Hago constar por este medio mi disposicion y consentimiento informado para que mi
hijo participe en el estudio “Seguridad y respuesta inmune de la vacuna combinada
cubana DPT-Hepatitis B”.

Declaro que he sido informado del objetivo del estudio, en el cual se unieron los
antigenos de dos vacunas que existen en estos momentos contra las 4
enfermedades antes mencionadas y que se formaran 2 grupos, a los que se les
aplicaran las vacunas originales contra estas enfermedades por separado y a un
grupo se le aplicara la vacuna combinada antes mencionada.

Asi mismo, se me han explicado también todas las ventajas que para nuestros hijos,
la salud publica y nuestro pais significaria contar con una vacuna combinada contra
la hepatitis B, la difteria, el tétanos y la tos ferina, ya que esto permitiria vacunar
contra las enfermedades antes expresadas aplicando una sola inyeccién a nuestros

nifos, que obviamente ahorraria recursos materiales, disminuiria el numero de
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visitas meédicas que precisan los nifios con la méaxima eficacia operativa y se
optimizaria el programa de vacunaciones de nuestro pais.
Dejo constancia asi mismo que conozco los riesgos de la participacién de mi hijo y
gue puede ser asignado a cualquiera de los dos grupos de estudio y que en caso
de que sufra alguna reaccién adversa severa, se le prestara la atencion médica
adecuada y se le retribuira por las leyes de seguridad social de nuestro pais.
Doy mi consentimiento para que se le realice 1 extraccion de sangre de 5 ml al mes
de la tercera dosis de la vacuna.
De acuerdo a la valoracion médica, mi hijo no presenta ninguno de los criterios de
exclusidon que a continuacion se nombran para la admision en esta investigacion:
enfermedad infecciosa aguda en el momento del estudio.
cualquier otra enfermedad hepética.
alergia al Tiomersal.
tratamiento inmunosupresivo, corticoesteroides o enfermedades del sistema
hematopoyético.
haber sido vacunado contra la hepatitis B o la DPT.
Alergia severa.
También he sido informado que podria retirar a mi hijo de la investigacion en
cualquier momento que asi lo decida sin que por ello vaya ser motivo de perjuicio.
Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en
provincia , el dia __ del mes de
del 200__

Padre o madre

Firma.
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Anexo 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DOSIS DE REACTIVACION

El que suscribe:

Se me ha explicado que:

De acuerdo con las préacticas internacionales mas recientes, es conveniente que los
nifos que han recibido vacunas combinadas como la DPT-HB con la que se ha
vacunado mi hijo, reciban una dosis de reactivacidn del componente de hepatitis B
para reforzar su respuesta y para verificar si ha quedado protegido. Se necesitara
obtener una muestra de sangre 1 mes después de realizada la reactivacion, para

todo lo cual doy mi consentimiento.

Firma del padre, madre o tutor,

Fecha
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