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RESUMEN

Se realizaron 2 estudios aleatorios para evaluar por ELISA los niveles de antitoxina tetanica y diftérica inducidos por vacunacion,
asi como para detectar poblaciones no protegidas. El primer estudio se realizé en 1 356 nifios preescolares entre 1 y 5 afios de
edad de todas las provincias de Cuba, y €l segundo en 311 recién nacidos de Ciudad de La Habana. Niveles no adecuados de
antitoxina tetanica y diftérica (< 0,1 Ul/mL) fueron encontrados solo en 23 (1,70 %) y 239 nifios (17,62 %), respectivamente.
En ambos casos, los menores valores se observaron a los 4 y 5 afios de edad antes del refuerzo con la vacuna difteria-tétanos. Se
pudo concluir que los niveles de antitoxina tetanica y diftérica en nifios preescolares cubanos eran apropiados para la prevencion
de estas enfermedades. Se observaron niveles excelentes de antitoxina teténica en los recién nacidos, 87,78 % con valores de
larga duracién (> 1,0 UI/mL), lo que avala el programa cubano de vacunacion para la eliminacion del tétanos neonatal. Sin
embargo, niveles de antitoxina diftérica inferiores a 0,1 Ul/mL fueron detectados en 51,12 % de los recién nacidos evaluados,

esto los hace susceptibles a la difteria.
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El tétanos es alin un grave problemade salud,
gue dentro del grupo de las enfermedades
prevenibles por la vacunacion se erige como la
tercera causa de muerte en e mundo, Unicamente
superado por la hepatitis B y €l sarampion. El
tétanos neonatal persiste en mayor o menor medida
en muchos paises en vias de desarrollo, o que se
ha relacionado con précticas inadecuadas durante
el parto, asi como con el bgjo nivel de antitoxina
teténicaen lasmadresy por consiguiente con una
pobre transferencia pasiva al feto durante el
embarazo.?

La difteria ha resurgido en muchos paises de
forma epidémica, afectando principamente alos
adultos que han perdido lainmunidad inducidapor

vacunas, y alosnifios no inmunizados.*” Labrecha
delainmunidad enlosadultosy lapresenciade un
gran nuimero de nifios susceptiblesy adol escentes,
ha creado las bases para estas epidemias, tal y
como fue reportado recientemente paralos estados
gue surgieron de laantigua Unidn Soviéticay los
paises de la Europa Oriental. El resurgimiento
epidémico de la difteria ha alertado sobre la
necesidad del estudio del nivel deinmunidad contra
esta enfermedad en diferentes areas geogréficas
y poblaciones.*’

La vacunacion es un procedimiento muy
efectivo para el control de ambas enfermedades,
pues garantiza el mantenimiento de niveles de
antitoxinaprotectores en lapoblacion, que permitan
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prevenir brotes.?®8 El programa cubano de
vacunacion emplea una serie primaria de 3 dosis
delavacunatripledifteria-pertussis-tétanos (DPT)
durante el primer afio devida. Unacuartadosisde
DPT es administrada entre el primer y segundo
afno de edad, y una quinta dosis de la vacuna
difteria-tétanos (DT) cuando €l nifio seincorpora
alaescuela. Refuerzos con toxoide tetanico (TT)
son aplicados cada 10 afios hasta los 60 afios de
edad, y luego cada 5 afos. Las embarazadas son
inmunizadas en el sexto mes de su embarazo con
TT.° Lacoberturanacional devacunacion seelevo
a 90 % a inicios de la década de los afios 70,°
como resultado el tétanos neonata y la difteria
desaparecieron en 1972 y 1979, respectivamente.
Sinembargo, han persistido algunos casos aislados
de tétanos’ y existe inquietud en relacién con la
reemergenciade ladifteriaen diversos paisesy el
nivel inmunitario delapoblacién cubana.*"°

El estudio de los niveles de antitoxina es
necesario para la evaluacion de programas de
vacunacion y la deteccion de poblaciones no
protegidas,®° por ello, € perfil de inmunidad en
los recién nacidos y nifios preescolares cubanos
fue estudiado mediante la determinacion de los
niveles de antitoxina tetanica y diftérica con
técnicasinmunoenziméticas.

METODOS
DISENODELA INVESTIGACION

Se readlizaron 2 estudios aleatorios para la
evaluacion de los niveles de antitoxina tetanicay
diftérica. El primer estudio en nifios preescolares
entre 1y 5 afios de edad, seleccionados de todas
las provincias de Cuba durante 2001. Se estimo
que el tamafio de la muestra debia tener como
minimo 1 152 nifios, asumiendo unaseroprevaencia
de antitoxinas detectables de 80 %, 95 % de
confiabilidad, una precision de 5 %, asi como
teniendo en cuenta el carécter estratificado del
muestreo.™ El reclutamiento fue adicionalmente
aumentado para compensar posibles pérdidas,
siendo finalmente de 1 356 nifios.

El segundo estudio serealizd enrecién nacidos
en 2002 en Ciudad de La Habana. El célculo del
tamafo de la muestra se bas6 en una sero-
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prevalencia de antitoxinas detectables de 60 %,
95 % de confiabilidad y una precision de 10 %.1
El tamafio estimado fue de 256. El reclutamiento
tambi én fue aumentado hasta 311 recién nacidos.

Laaprobaciony el control del cumplimiento
de los requisitos éticos para ambos estudios se
realizaron por el Comité Etico para las
I nvestigaciones en humanaos del Instituto Superior
de Ciencias Médicas de La Habana. Se brindd
informacion a los padres sobre los objetivos del
estudio y se obtuvo de estos el consentimiento
informado por escrito.*?

El cumplimiento del esquema de vacunacion,
paralos nifios del primer estudio, fue chequeado
enlastarjetasindividualesehistoriasclinicas.

Se realizd una extraccion de sangre a cada
nifio incluido en ambos estudiosy las muestras de
suero gque se obtuvieron fueron almacenadas a
— 20 °C hasta su procesamiento.

DETERMINACION DELOSNIVELES
DEANTITOXINA TETANICA
Y ANTITOXINA DIFTERICA

Se emplearon técnicas inmunoenziméticas
indirectas en fase solida (ELISA) validadasy que
correlacionan con las pruebas de neutralizacionin
vivo para la deteccion de antitoxina tetanica y
antitoxina diftérica.’*'* Para la validacion,
cuantificacion e impresion de los resultados se
empled el paguete de programas ELISA de los
Centros para el Control de las Enfermedades
(CDC) de Atlanta, Georgia, EUA.%®

METODOSESTADISTICOS

Lamediageométrica(MG) y losintervalosde
confianza (IC) a95 % fueron cal culados paracada
una de las distribuciones de antitoxina tetanicay
antitoxina diftérica después de la transformacion
logaritmicadelas unidades de antitoxina.

Losresultadosfueron clasificadossegin € nivel
de antitoxina: < 0,1 Ul/mL -niveles de antitoxina
no adecuados paraconferir proteccion; 0,1-1,0 Ul/mL
—niveles de antitoxina para una proteccion
confiable; y >1,0Ul/mL —nivelesde antitoxinapara
una proteccion confiable de larga duracidn. 58161719
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Para el andlisis estadistico se emplearon la
prueba de Andlisis de Varianza, la prueba exacta
deFishery lapruebade Rangos M ltiples. Entodos
los casos se considerd un error de primer tipo
o= 0,05. La normalidad de las distribuciones
analizadas se comprobd con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, para los métodos
paramétricos de estimacion y pruebade hipétesis.

RESULTADOS

Todoslosnifioscon 1 afio cumplido habian sido
vacunados con las 3 dosis planificadas de DPT,
asi como los de 2 afios con las 4 dosis previstas.
Cuando € grupo de5 afiosde edad fuedividido en
aquellos no vacunados (5A) o vacunados (5B)
mediante |a dosis de refuerzo con la vacuna DT,
84 nifios fueron clasificados como vacunados y
165 como ain no vacunados.

La mayor parte de los nifios estudiados
presentaron niveles adecuados de antitoxina
tetanica, entre ellos 879 (64,82 %) con niveles de
proteccién delargaduracion. Va ores no adecuados
para conferir proteccién fueron encontrados
solamente en 23 nifios (1,70 %) (tabla 1).

TABLA 1. Distribucion de los niveles de antitoxina tetanica en
nifios preescolares cubanos durante 2001

Edad NUmero (porcentaje)

(afos) N <0,1 Ul/mL 0,1-1,0 Ul/mL >1,0 Ul/mL
1 242 1 (0,41) 57 (23,55) 184 (76,03)
2 268 0 (0,00) 28 (10,45) 240 (89,55)
3 283 2 (0,72) 87 (30,74) 194 (68,55)
4 314 10 (3,18) 160 (50,96) 144 (45,86)

5A 165 10 (6,06) 117 (70,91) 38 (23,03)

5B 84 0 (0,00) 5 (5,95) 79 (94,05)

Total 1356 23 (1,70) 454 (33,48) 879 (64,82)

N: Numero de nifios estudiados por edad; 5A afios: Nifios de
5 afios de edad antes de recibir la dosis de refuerzo con DT;
5B afios: Nifios de 5 afios de edad después de recibir la dosis de
refuerzo con DT.

En cambio, niveles no confiables de antitoxi-
na diftérica se detectaron en un grupo mayor de
239 nifios (17,62 %) (tabla 2). Sin embargo, se
observaron adecuados valores durante el primer
y segundo afos de edad; con solo 20 (8,26 %) y
10 nifios (3,73 %) respectivamente, con nivelesde
antitoxinainferioresa0,1 Ul/mL.

TABLA 2. Distribucion de los niveles de antitoxina diftérica en
nifios preescolares cubanos durante 2001

Edad NuUmero (porcentaje)
(afios) N <0,1 Ul/mL 0,1-1,0 Ul/mL >1,0 Ul/mL
1 242 20 (8,26) 131 (54,13) 91 (37,60)
2 268 10 (3,73) 120 (44,78) 138 (51,49)
3 283 51 (18,02) 172 (60,78) 60 (21,20)
4 314 88 (28,03) 215 (68,47) 11 (3,50)
5A 165 68 (41,21) 96 (58,18) 1 (0,61)
5B 84 2(2,38) 18 (21,43) 64 (76,19)
Total 1356 239 (17,62) 752 (55,46) 365 (26,92)

N: Numero de nifios estudiados por edad; 5A afios: Nifios de 5
anos de edad antes de recibir la dosis de refuerzo con DT; 5B
afos: Nifios de 5 afios de edad después de recibir la dosis de
refuerzo con DT.

Los menores valores, tanto para el tétanos
como paraladifteria, seobservaronalos4y 5 afios
de edad antes del refuerzo con DT (p< 0,001). Se
observo claramente en el grupo 5B (p< 0,001) €l
efecto de refuerzo después de la vacunacién con
DT (tablas 1, 2y 3).

TABLA 3. Media geométrica e intervalos de confianza a 95 %
de antitoxina teténica y antitoxina diftérica en nifios preescolares
cubanos durante 2001

Antitoxina tetanica Antitoxina diftérica

Edad MG IC 95 % MG IC 95 %
(afos) (Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL)
1 2,53 2,15-297 0,63 0,52 - 0,76

2 3,15 2,52 - 353 0,91 0,80 - 1,04

3 1,42 1,26 - 1,59 0,33 0,29 - 0,39

4 0,84 0,76 - 0,93 0,17 0,15 - 0,19
5A 0,66 0,58 - 0,75 0,13 0,11 - 0,15
5B 6,30 4,87 - 8,15 2,25 1,52 - 3,33
Total 1,51 1,42 - 161 0,35 0,32 - 0,37

MG: Media geométrica; IC: Intervalo de confianza; 5A afos:
Nifios de 5 afios de edad antes de recibir la dosis de refuerzo con
DT; 5B afios: Nifios de 5 afios de edad después de recibir la dosis
de refuerzo con DT.

TABLA 4. Distribucién de antitoxina tetanica y antitoxina
diftérica en 311 recién nacidos de Ciudad de La Habana, 2002

NuUmero (porcentaje)

<01 0,1-1,0 >10
N ul/mL Ul/mL ul/mL
Antitoxina
tetanica 311 0 (0,00) 38 (12,22) 273 (87,78)
Antitoxina

diftérica 311 159 (51,12) 148 (47,59) 4 (1,29)

N: nimero de recién nacidos estudiados.



En el grupo de los recién nacidos se
encontraron niveles excelentes de antitoxina
teténica, 87,78 % con valores correspondientes a
proteccién de largaduracion (tabla4). LaMG fue
de4,16 Ul/mL,y e 1C 95 % de 3,65-4,74 Ul/mL.

Niveles de antitoxina diftérica inferiores a
0,1 Ul/mL fueron detectadosen 51,12 % delosrecién
nacidos estudiados. Solo 4 (1,29 %) presentaron
niveles de antitoxina correspondientes a la
proteccion de largaduracion (tabla4). LaMG fue
de 0,09 Ul/mL,y el IC 95 % de 0,08-0,10 Ul/mL.

DISCUSION

Laevauacién delainmunidad a tétanosy la
difteria es muy importante para conocer la
efectividad delavacunacion. Nivelesde antitoxina
mayores que 0,01 UI/mL se han correlacionado
con proteccion, especialmente si pruebas de
neutralizacion in vivo son usadas.}*10161% Sin
embargo, cuando seemplean ELISAS, seconsidera
como umbral de confiabilidad para conferir
proteccién, los niveles de antitoxina a partir de
0,1 Ul/mL.1#101619 | os ELISAS han sido muy
Gtiles ademas para la evaluacion de la respuesta
inmune inducida por vacunas de toxoides y para
estudios seroepi demiol 4gicos, por su simplicidad,
el gran nimero de muestras que pueden ser
procesadas y la elevada precisiéon y exactitud de
sus resultados.*10:16-19

Mediantelarevision delashistoriasclinicaso
tarjetas de vacunacion, se corrobord que el esquema
basico de vacunacion con DPT alos 3, 4,5y 17
meses de edad fue cumplido en losnifiosentre 1y
5 anos de edad evaluados durante este estudio.
A pesar del comportamiento excelenteen el control
de esas enfermedades, este esquema se modificd
en los ultimos afios para comenzar a inducir
inmunidad en estadios mas tempranos de vida.®
El esquemacubano actual, alos2, 4, 6y 18 meses
de edad, es similar al empleado en muchos paises
desarrollados,>68917.19

Este primer estudio nacional fuedisefiado para
evaluar los niveles de antitoxina en nifios
preescolares, es decir, antes del refuerzo con DT,
lo que generalmente tiene lugar en Cuba a los
6 afios de edad; sin embargo, algunos nifios de
5 afios se incorporan a la escuela 'y por lo tanto
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son inmunizados, lo que explica que en la
investigacion arededor de latercera parte de los
nifios de esta edad cumplian con esta condicion,
debido a€llo este grupo fue analizado teniendo en
cuenta |os antecedentes de vacunacion.

Los niveles de antitoxina tetanica y diftérica
en los nifios preescolares, demostrados en esta
investigacion, se corresponden con el esgquemade
vacunacion empleado;® muy elevadosalos 2 afios
de edad, momento en que es completada la serie
primariade4 dosisdevacuna. Losnivelesde anti-
toxina més bajos se encontraron alos 4 y 5 afios
de edad antes del refuerzo con DT. Aunque
diferentes niveles de antitoxina han sido de-
mostrados en otras investigaciones, de manera
general e comportamiento es similar a descrito
en este estudio; un incremento inicial en
correspondencia con las 4 primeras dosis, que
declinaluego lentamente hastala quintadosis que
induce una fuerte respuesta inmune,>78101619 con
predominio de los niveles de antitoxina corres-
pondientes a la proteccion confiable de larga
duracion; es decir de a menos 10 afios, resultado
coherente con el refuerzo programado en el
esquema de vacunacion cubano entre los 13y 14
anos de edad y los refuerzos ulteriores.

Todas las embarazadas cubanas son inmu-
nizadas con TT.° La antitoxina tetanica transferida
al feto, le brinda proteccion a nifio durante los
primeros meses de vida. Este nivel de inmunidad
pasiva pudiera interferir parcialmente con la
respuestaalasprimerasdosisde DPT, sin embargo,
a partir de la tercera el estimulo antigénico es
elevado, razon adiciona queapoyad esquemaactud
devacunacion, a diferir laterceradosishastalos 6
meses de edad.?® El tétanos neonatal ha desa-
parecido en Cubadebido alaatatasadeinmunidad
contra el tétanos en los recién nacidos, como se ha
demostrado en estainvestigacion. Se puede afirmar
gue la estrategia de vacunacion empleada es
adecuada para este fin. Sin embargo, se detectaron
nivel esinsuficientes de antitoxina diftéricaentre e
grupo estudiado de recién nacidos, lo que podria
incrementar €l riesgo de infeccion. 5%

Enlaaparicion de brotes epidémicosde difteria
hanincidido variosfactores, entreelloslaausencia
de un adecuado nivel inmunitario en lapoblacién,
lamagnitud delaexposiciony virulenciadel bacilo
de la difteria, asi como la deficiente situacion
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socioeconOmica, que por una parte limita las
campafias de vacunacién y por otro hace criticas
las medi das hi gi éni co-epi demi ol 6gicas necesarias
paralimitar laenfermedad. De ahi queladifteria,
como enfermedad, estuviera restringida por
mucho tiempo a la poblacién menor de 15 afios
en los paises subdesarrollados. Se puede decir
gue los que sobreviven a esta enfermedad en los
paises més pobres adquieren la inmunidad de
forma natural, la cual se mantiene por la
exposicién antigénica continuada, por lo que
précticamente no aparecen brotes epidémicos mas
alladelaadolescencia. Sin embargo en | os paises
industrializados, los altos niveles deinmunizacion
en nifios han provocado la disminucién de la
circulacion del Corynebacterium diphtheriae,
por lo que hay menos posibilidades dereforzar la
inmunidad por exposicion natural, apareciendo
grupos de individuos adultos no inmunes con
condiciones ideales para brotes epidémicos. En
las décadas de los afios 80 y 90 se detectd que en
algunos de estos paises, menos de 50 % de los
adultos presentaban una adecuada inmunidad
contrala difteria, lo que explica en gran medida
la reemergencia de esta enfermedad.* "%, Este
perfil de inmunidad debe ser similar en Cuba y
pudiera explicar los bgjos niveles de antitoxina
diftérica en los recién nacidos, que no pueden
adquirirlaadecuadamente de susmadres. Ante este
resultado llamalaatencion que ladifteriano haya
resurgido en Cuba. Los autores de este trabagjo
consideran, por tanto, que debe valorarse la
introduccion de la vacuna difteria-tétanos
formulacion para adultos en lugar de TT en el
esquema cubano de vacunacién y en aquellos
paises con niveles de antitoxina similares a las
demostradas en este estudio.

Esta investigacion demuestra que los niveles
de antitoxina tetanica y diftérica en nifios
preescolares cubanos son adecuados para la
prevencion de estas enfermedades, y que el
programade inmunizacién empleado en Cubapara
la eliminacion del tétanos neonatal es apropiado.
Sinembargo, los nivelesde antitoxinadiftéricason
insuficientes en losrecién nacidos, lo quelos hace
susceptiblesaladifteria

Levels of tetanic and diptheric antitoxinsin Cuban
newbornsand young children

SUMMARY

Two randomized cross-sectional studies were carried out in 1 356
children aged 1-5 years selected from all Cuban Provinces, and
in 311 newborns from Havana City. These studies were designed
for the evaluation of tetanus and diphtheria antitoxin levels
dicited by vaccination, by means of ELISA, and for the detection
of susceptible populations. No reliable levels of tetanic and
diphtheric antitoxins (< 0.1 IU/mL) were found in 23 (1.70 %)
and 239 (17.63 %) children respectively. Before bivalent booster
vaccine, the 4 and 5-years-old children were the less protected
from both tetanus and diphtheria. Our results support that the
diphtheria and tetanus antitoxin levels in Cuban children aged
1-5 years are suitable to prevent these diseases. Excellent tetanic
antitoxin levels were detected in the newborns since 87.78 % of
them showed tetanic antitoxin values above long-term protection
level (> 1.0 IU/mL); therefore the vaccination program for the
elimination of neonatal tetanus is suitable. However, diphtheria
susceptibility was detected in newborns because diphtheric
antitoxin levels < 0.1 IU/mL were found in 51.12 % of the
sampled newborns.

Key words: tetanus, diphtheria, antitoxin, vaccination, ELISA.
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