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1. RESUMEN

La deficiencia de anticuerpos especificos o SAD es una inmunodeficiencia
primaria en la cual los pacientes presentan niveles normales de
inmunoglobulinas pero no pueden producir anticuerpos IgG contra
polisacaridos bacterianos, lo cual los hace susceptibles de padecer infecciones
respiratorias por microorganismos encapsulados. Estas infecciones pueden
ocasionar complicaciones que afecten gravemente al paciente, por lo que el
diagnostico oportuno es esencial para mejorar su calidad de vida. En este
trabajo se determinaron los niveles séricos de anticuerpos dirigidos contra
polisacaridos de 14 serotipos de Streptococcus pneumoniae con un ensayo
ELISA en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria, también se estandarizd
la técnica con el fin de optimizar los resultados obtenidos de las muestras, esto
mediante la seleccion de la concentracion optima de la solucion de
recubrimiento y la adicion de azida de sodio (0.1% y 0.2%) para prolongar la
vida util de las placas de ELISA. Se encontré que el 20.8% de los pacientes
evaluados antes y después de la inmunizacién con la vacuna polisacarida
resultaron ser casos de probable SAD. Durante la estandarizacion se determiné
que la concentracion 6ptima de recubrimiento para los PSC 1, 3, 4, 19A y 23F
fue de 6 pg/ml, para los PSC 5, 6B, 8, 9V, 19F de 8 ug/ml, para el PSC 18C de
4 pg/mly 8 ug/mly para los PSC 6A, 11Ay 14 de 10 ug/ml. La adicién de azida
de sodio disminuy6é el desempefio de la prueba. Este ensayo apoya al
diagndstico oportuno de SAD, con lo cual se mejorara la calidad de vida del

paciente y la optimizacién del mismo permitird obtener mejores resultados.



2. INTRODUCCION

El sistema inmunitario es fundamental para la supervivencia humana, sin
embargo como cualquier sistema puede fallar. En ausencia de un sistema
inmune activo, hasta las infecciones menores podrian prosperar y resultar
mortales; este estado de vulnerabilidad causado por la ausencia, perdida de la
funcién y cantidades reducidas de algun elemento del sistema inmunoldgico se

denomina inmunodeficiencia.

Las inmunodeficiencias primarias son una serie de defectos genéticos que
provocan una alteracion en la maduracion y/o funcion del sistema inmune vy
dependiendo del componente afectado (segundo mensajero, molécula efectora
o poblacién celular) puede causar una amplia gama de enfermedades por lo

que las manifestaciones clinicas pueden ser diversas.

De acuerdo con la Sociedad Europea para las Inmunodeficiencias, por sus
siglas en ingles ESID, el componente del sistema inmune que se ve afectado
con mayor frecuencia es el humoral. La mayoria de los pacientes con
inmunodeficiencias humorales son susceptibles a padecer infecciones por
microorganismos extracelulares, particularmente bacterias encapsuladas como
estafilococos, estreptococos y neumococos, ya que los anticuerpos son
esenciales para que se lleve a cabo la opsonizacion y eliminacion de estos

organismos.

La deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) es una inmunodeficiencia
primaria en la cual los pacientes presentan niveles normales de
inmunoglobulinas y respuestas normales contra antigenos proteicos, pero no
pueden producir anticuerpos IgG contra polisacaridos bacterianos. Asi, los
individuos con esta inmunodeficiencia son propensos a las infecciones por

bacterias encapsuladas; entre las que destaca Streptococcus pneumoniae.

Las infecciones por S. pneumoniae constituyen un problema importante de
salud publica en todo el mundo, entre las cuales se encuentran la neumonia, la
meningitis y la bacteremia febril; la otitis media, la sinusitis y la bronquitis son
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complicaciones mas frecuentes, pero menos graves. En 2005, la OMS estimo
que cada afo morian por enfermedades neumocdcicas 1,6 millones de
personas, de las cuales entre 0,7 y un millébn son nifios menores de 5 afios, la

mayoria de paises en desarrollo*.

La prueba de ELISA para la cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra
polisacaridos neumococicos no se practica comunmente en los centros de
salud en México. No obstante, es necesaria primero, para determinar la
efectividad de los esquemas de vacunacion y segundo, para el diagndstico de
la inmunodeficiencia de anticuerpos especificos y de algunas otras
inmunodeficiencias primarias relacionadas con defectos en la produccion de

anticuerpos contra antigenos T independientes.

El diagnostico confiable y oportuno de la inmunodeficiencia especifica de
anticuerpos es vital para brindar mejor atencion médica al paciente y mejorar

su calidad de vida.

En este trabajo se desarrollé un ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA indirecto,
adoptado como método de referencia por la OMS, para la cuantificacién de los
niveles séricos de inmunoglobulinas IgG contra polisacaridos de 14 serotipos
de neumococo en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria. Estos serotipos
son de importancia clinica para la poblacion mexicana y también estan
presentes en las vacunas que se usan en México (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 8, 9V, 11A,
14, 18C, 19A, 19F y 23F). Con estos resultados se determind si el sistema
inmunoldgico de los pacientes es capaz de montar una respuesta humoral
adecuada después de la inmunizacién con la vacuna neumocodccica 23-valente
no conjugada o presenta la deficiencia especifica de anticuerpos contra

polisacaridos.



3. MARCO TEORICO

3.1 Sistema inmunitario

El ser humano vive en contacto constante con una infinidad de
microorganismos; sin embargo, muchas veces este contacto con el mundo
microscopico pasa inadvertido gracias a que el organismo cuenta con una serie
de mecanismos fisicos y quimicos que lo defienden y que ademas controlan a
los microorganismos: el sistema inmunitario incluye todas las estructuras y

procesos que proporcionan esta defensa®.

El sistema inmune es capaz de montar una respuesta especifica y protectora
contra estructuras reconocidas como ajenas y a las que llamamos antigenos.
Este sistema consiste en un conjunto de células y moléculas que reaccionan de
manera conjunta y coordinada frente a la entrada de los antigenos, a esto se le

conoce como respuesta inmunitaria.

Para su estudio, la respuesta inmunitaria se ha dividido en: respuesta
inmunitaria innata y respuesta inmunitaria adaptativa. A continuaciéon se
muestra la tabla 1 en dénde se observan las caracteristicas de la respuesta

inmune innata y adaptativa.

TABLA 1. Caracteristicas de la respuesta innata y adaptativa.

Caracteristica Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
Tiempo de Inmediato de minutos a ,
activacion horas el

Activa solo después del

Actividad Siempre activa. s
encuentro antigenico.

Sumamente diverso y mejora
conforme se desarrolla la
respuesta inmune

Limitada y previamente

Especificidad definida

Todos los individuos de la Solo en individuos que han

Presente en: . X entrado en contacto con el
misma especie. .
antigeno.

Respuesta a
infecciones Misma cada vez
subsecuentes

Mas rapida y efectiva con
una infeccion subsecuente



Células fagociticas, barreras

L . Linfocitos T y linfocitos B y
anatomicas, moléculas

Mediada por: . ) sus productos como
antimicrobianas y procesos . e
! 4 anticuerpos y citocinas.
inflamatorios.
: . Usualmente es necesaria
Papel en la Contiene a los patégenos y o
o - . e para la eliminacion completa
eliminacion de da pie al inicio de la de patéaenos v provee

patégenos respuesta adaptativa patog yp

proteccion a largo plazo
Tabla adaptada de Kuby Immunology 2013 *

3.2 Sistema inmunitario innato

La respuesta inmunitaria innata (también llamada inmunidad natural o
espontanea) aporta la primera linea de defensa frente a los microorganismos y
esta constituida por mecanismos pre-existentes de defensa, celulares y

bioquimicos, preparados para responder con rapidez ante una infeccion.

Este sistema es capaz de reconocer estructuras moleculares altamente
conservadas dentro de las especies microbianas que estan ausentes en las
células de los mamiferos. Estas estructuras reciben el nombre de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y son reconocidas por receptores
para el reconocimiento de patrones (PRRs) presentes en varios tipos celulares,

entre los que se incluyen: macréfagos, neutréfilos y células dendriticas®.

3.3 Sistema inmunitario adaptativo

La respuesta inmunitaria adaptativa (también llamada especifica o adquirida)
es altamente especifica, es decir que puede distinguir entre distintos
microorganismos Yy moléculas, incluso los que son muy parecidos
estructuralmente. Ademas, esta respuesta genera memoria inmunitaria, la cual
consiste en la capacidad de responder de una manera mas eficiente a
antigenos con los que ya se habia estado en contacto previamente. Esta
memoria inmunitaria se da debido a que cuando el organismo responde a un
antigeno se generan células efectoras y células de memoria, las cuales

permanecen en el organismo.



También, el sistema inmunitario adaptativo es capaz de reconocer una amplia
gama de sustancias extrafias relacionadas o no con agentes microbianos. Este
reconocimiento se da a través de los receptores de los linfocitos T y las
inmunoglobulinas (1011 anticuerpos diferentes), los cuales son muy diversos, ya
que surgen como consecuencia de las recombinaciones entre distintos

segmentos de los genes que los codifican®.

Los principales componentes del sistema inmune adaptativo son los linfocitos T,
los linfocitos B y los anticuerpos, y posee dos tipos de respuestas inmunes: la

inmunidad humoral y la inmunidad celular.

3.4 Respuesta inmunitaria humoral

Los principales componentes de la respuesta inmunitaria humoral son los
linfocitos B y sus productos, los anticuerpos, que son responsables de la
destruccion de microorganismos extracelulares y evitan la diseminacion de

infecciones intracelulares.

Las respuestas inmunitarias humorales inician cuando los linfocitos B
reconocen antigenos especificos a través de su receptor (BCR) y se activan.
Una vez activados, los linfocitos B proliferan y posteriormente se diferencian,
dando lugar a las células plasmaticas productoras de anticuerpos y a las

células B de memoria®.

Existen distintas subpoblaciones de linfocitos B que responden
preferentemente a diferentes tipos de antigenos, como se observa en la tabla 2.
Esta activacion se puede producir de forma dependiente de los linfocitos T o

independiente de los linfocitos T como se explica mas adelante.



TABLA 2. Caracteristicas de las distintas subpoblaciones de células B.

Células B2 Células B1
Denominacion : 2
CélulasB  CeélulasBde g 100 p 15 Células B-1b
foliculares zona marginal
Productoras
FUNGIS Respuesta a Respuesta a de Respuesta a
uncién ; . : .
antigenos TD antigenos TI anticuerpos antigenos Tl
“naturales”
Foliculos de .
X . Cavidades corporales como la
L organos Zona marginal : )
Localizacion e cavidad pleural y cavidad
linfoides del bazo .
X peritoneal
secundarios

Informacion obtenida de (Defrance, Taillardet, & Genestier, 2011).6 TD: timo dependientes. TI: timo
independientes.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas solubles compuestas
por dos cadenas polipeptidicas ligeras idénticas (aproximadamente 23 kDa) y
dos cadenas polipeptidicas pesadas (50-80 kDa) también idénticas. Tanto las
cadenas pesadas como las ligeras constan de una regidn variable que
determina la especificidad de union a antigeno y una region constante que
determina la funcion efectora del anticuerpo: es decir, define el modo en que el

anticuerpo elimina al antigeno una vez que esta unido’.

Sitio de unién

de antigeno
<o / — \ <
— Cadena
Ligera
c c
—— Cadena
Pesada

FIGURA 1. Estructura de los anticuerpos. V =
region variable. C = region constante.



Segun la region constante de la cadena pesada, las moléculas de anticuerpos
o inmunoglobulinas se pueden dividir en diferentes clases: IgM, IgD, IgG, IgE e
IgA.

Las funciones de los anticuerpos son: el reconocimiento de los antigenos
microbianos, neutralizacion de la infectividad de los microorganismos, con lo
cual se evita que los microorganismos y/o toxinas microbianas entren a las
células, y proteccion contra microorganismos extracelulares, los cuales son
marcados por los anticuerpos como una diana (opsonizacion) para su
eliminacion por diversos mecanismos inmunes efectores (complemento,

mastocitos, células NK y fagocitos)®.

3.4.1 Inmunoglobulina G

La inmunoglobulina 1IgG es la mas abundante en suero, teniendo una
concentracion promedio de 10 g/L en un adulto. Los anticuerpos IgG confieren
proteccion a largo plazo y se consideran como indicativos de inmunidad

humoral®. En la tabla 3 se observan las funciones de esta inmunoglobulina.

TABLA 3. Funciones del isotipo IgG.

e Opsonizacion de antigenos para su fagocitosis por macréfagos y
neutrofilos.(IgG3 e 1IgG4)

e Activacion de la via clasica del complemento (IgG3 preferentemente)

o Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos mediada por los linfocitos NK y
macroéfagos.

e Inmunidad neonatal: paso de los anticuerpos de la madre a través de la placenta
y el intestino.

o Inhibicién por retroalimentacién de la activacion de los linfocitos B.

Tabla adaptada de Kuby Immunology (2013).”

Existen 4 subclases de IgG que difieren en su capacidad para llevar a cabo

8

algunas funciones efectoras y también en su concentracién sérica, ° estas

subclases son: 19G1, 19G2, 1gG3 e IgG4.

La agrupacién de moléculas de IgG, caracteristicamente sobre la superficie de
un patdégeno como una bacteria, conduce a la activacion del complemento. Las

subclases de IgG lo activan con eficacias diferentes; la 1gG1 y la 1gG3 lo



activan mejor; la 1gG2 sélo lo activa por antigenos con concentraciones
elevadas como los hidratos de carbono de una bacteria, y la IgG4 no lo

activa.’®

3.5 Respuesta humoral frente a antigenos independientes de los

linfocitos T

La naturaleza del antigeno define la via de activacion del linfocito B, asi cuando
los linfocitos B reconocen antigenos de naturaleza proteica, se activan con
ayuda de los linfocitos T, por ello a estos antigenos se les conoce como timo-
dependientes (TD). Por el contrario, cuando se reconocen antigenos con
determinantes repetidos, como los polisacaridos y lipidos, la activacion de los
linfocitos B es independiente de los linfocitos T y por lo tanto a estos antigenos

se les conoce como timo-independientes (TI).

En la tabla 4 se presenta un resumen de las principales caracteristicas de los

antigenos TD y TI.

TABLA 4. Caracteristicas de los antigenos timo-dependientes y timo-independientes.

. . Antigeno TlI
Propiedad Antigeno TD Tipo 1 Tipo 2
= . Componentes de la Proteinas poliméricas
. roteina ) -
Naturaleza quimica pared celular y polisacaridos
soluble :
bacteriana (LPS) capsulares
Respuesta humoral
° Lok Si No Limitada
isotipo
e Maduracion de .
la afinidad Si No No
O Ul Si No No
inmunoldgica
. ActllvaC|on No S No
policlonal

Tabla tomada de Kuby Immunology®

La respuesta a los antigenos Tl se caracteriza por ser débil (baja afinidad), sin
la formacién de células de memoria y con produccion casi exclusiva de IgM, ya

que el cambio de la globulina de superficie requiere de la participacion de



células T, que son esenciales en procesos tales como la maduracion de la

afinidad de los anticuerpos y el cambio de isotipo.

Los antigenos timo-independientes pueden activar a los linfocitos B de dos
formas: Los llamados de tipo 1 (TI-1) son activadores policlonales de los
linfocitos B, como los mitdgenos, donde no intervienen la especificidad
antigénica (activan a la célula B por medio de receptores de inmunidad innata),
y los de tipo 2 (TI-2) contienen unidades repetidas de polisacaridos o proteinas
poliméricas que activan a los linfocitos B debido a que promueven un alto grado

de entrecruzamiento del BCRS.

En este trabajo nos enfocaremos en los TI-2 ya que entre ellos se encuentran

las capsulas de polisacaridos del neumococo.

Los antigenos TI-2 son de alto peso molecular, poliméricos y presentan
multiples epitopos antigénicos idénticos. También son antigenos de bajo
metabolismo in vivo, retenidos en organos linfoides por mucho tiempo y tienen

la capacidad de fijar complemento por via alterna®.

La activacion de la célula B por este tipo de antigenos se debe a que las
moléculas, por su gran tamafo y alto numero de epitopos, provocan un alto
grado de entrecruzamiento del BCR, lo cual activa la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos B sin la necesidad de la sefal coestimuladora de
CD40, aunque para una respuesta maxima se requiere la participacion de otras

moléculas de superficie del linfocito B como los receptores de complemento™.

Las células B estimuladas por antigenos TI-2 también requieren la interaccién
con macrofagos y células dendriticas, para recibir las sefales de supervivencia
y diferenciacion®, y la interaccién con citocinas producidas por células T que

permiten el cambio de IgM a otras clases de anticuerpos (cambio de isotipo)**.
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3.6 Inmunodeficiencias

El funcionamiento regulado y la efectividad biolégica de cada uno de los
elementos que participan en la respuesta inmunoldgica es un requisito
indispensable para que se mantenga la homeostasis del organismo, es por ello
que las alteraciones en cualquiera de estos aspectos conducen a fendbmenos

que ponen en riesgo la integridad de los individuos.

Los defectos en uno o mas componentes del sistema inmunitario producen
patologias que se conocen como inmunodeficiencias. Estas patologias tienen
un espectro de manifestaciones clinicas muy amplio, el cual esta condicionado

al tipo de defecto que se presente en el organismo afectado™.

Segun su origen, las inmunodeficiencias pueden clasificarse en primarias o
congénitas y secundarias o adquiridas; las primarias se producen por
mutaciones en genes que participan o controlan las respuestas inmunitarias, en
cambio, las inmunodeficiencias secundarias se desarrollan como consecuencia
de otras enfermedades, de inanicién, exposicion a radiacion o uso de

medicamentos.

3.7 Inmunodeficiencias primarias.

Las inmunodeficiencias primarias son un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias que comprenden alteraciones en el desarrollo, funcion o ambos,
del sistema inmunitario.'> Hasta la fecha se han identificado mas de 130
trastornos diferentes con una prevalencia global de aproximadamente 1:10 000

habitantes (con excepcién de la deficiencia de IgA)*® .

La prevalencia reportada varia entre paises y sus regiones debido al escaso
conocimiento de estas enfermedades y la falta de diagndstico y registro
epidemiologico. En México los primeros registros de inmunodeficiencias
primarias corresponden a los datos publicados en el primer (1988) y segundo
(2007) reportes del Registro del Grupo Latinoamericano de Inmunodeficiencias

11



Primarias (LAGID), en el que participaron 8 y 12 paises respectivamente. En el
2007 las inmunodeficiencias mas reportadas fueron las deficiencias de
anticuerpos con 53.2%, los sindromes bien definidos correspondieron a 22.6%,
la inmunodeficiencia combinada de células T y B a 9.5% y los trastornos de la

fagocitosis a 8.6 por ciento™.

Las manifestaciones clinicas de las inmunodeficiencias primarias son muy
variables, por lo general incluyen infecciones recurrentes por el mismo
patdgeno o patdégenos similares e incluso por microorganismos de baja
virulencia, y con frecuencia se manifiestan durante la lactancia o la infancia,

aunque a veces se detectan clinicamente en fases posteriores de la vida.

La naturaleza de las inmunodeficiencias primarias depende del componente del
sistema inmune afectado, ya sean componentes del sistema inmune innato
(células fagociticas o proteinas del complemento) o componentes del sistema

inmune adaptativo (linfocitos T y B).

@ Defectos en celulas T

H Defectos en celulas B
2%

u Defectos en el linaje
mieloide

# Defectos en el sistema del
complemento

i Defectos
combinados(celulas By T)

FIGURA 2. Porcentaje de incidencia de las inmunodeficiencias primarias. Véase la
abundancia de defectos en la inmunidad humoral. Informacién recopilada de Kuby
Immunology,

Como se observa en la figura 2, los defectos en los linfocitos B representan el
50% de las inmunodeficiencias que se reportan a nivel mundial.™® Estas
alteraciones tienen un amplio espectro de enfermedades que van desde una
reduccion del numero de linfocitos B en circulacion y en tejidos linfaticos y la

ausencia de células plasmaticas e inmunoglobulinas, hasta la ausencia
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selectiva de ciertas clases de inmunoglobulinas®, las cuales pueden cursar sin
ninguna manifestacion clinica debido a que muchos componentes en el sistema
inmune se sobreponen en su funcidn protectora y el fallo de un componente

puede ser compensado por los demas®®.

3.8 Inmunodeficiencia de anticuerpos especificos antipolisacaridos
(SAD).

La deficiencia de anticuerpos especificos o SAD (acréonimo del inglés Specific
Antibody Deficiency) es una inmunodeficiencia primaria en la cual, los
pacientes presentan niveles normales de inmunoglobulinas y respuestas
normales contra antigenos proteicos, pero no pueden producir anticuerpos IgG

contra polisacaridos bacterianos.

La prevalencia de SAD so6lo se ha reportado en pacientes con infecciones
respiratorias recurrentes, la cual es de 5-10%'’. Su prevalencia en otros

pacientes no es conocida.

3.8.1 Manifestaciones clinicas.

Las bacterias pidogenas tienen una capsula de polisacaridos que no es
reconocida de manera directa por los receptores sobre macrofagos y
neutréfilos que estimulan la fagocitosis. Las bacterias escapan a la eliminacion
inmediata por la respuesta inmunitaria innata y son patégenos exdégenos

exitosos.

Los individuos sanos pueden eliminar infecciones por bacterias pidégenas
porque los anticuerpos y el complemento opsonizan a las bacterias, lo que
permite que los fagocitos las ingieran y las destruyan. Asi, los individuos con
deficiencia de anticuerpos especificos contra antigenos polisacaridos son
propensos a las infecciones por bacterias encapsuladas.
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Los pacientes con SAD generalmente presentan un historial de sinusitis, otitis
media, bronquitis, neumonia recurrente’® e incluso dermatitis y asma,'® ademas
se ha sugerido que esta inmunodeficiencia esta relacionada con rinitis alérgica
y con historial de otitis media en asociacion con otorrea cronica. Estas
infecciones son ocasionadas principalmente por Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae, Branhamella catarrhalis o Staphylococcus aureus.

Pacientes con otras inmunodeficiencias primarias, como por ejemplo
inmunodeficiencias combinadas no severas, deficiencia de 1gG2, sindrome de
Wiskott-Aldrich, sindrome hiper-IgE, asplenia congenita y otros, frecuentemente
presentan deficiencia de anticuerpos especificos® **'*”. Para fines del Registro,
todos estos pacientes deben clasificarse de acuerdo al sindrome primario, del

cual una deficiencia de anticuerpos especificos es sélo un componente®’.

3.8.2 Diagnostico

En los recién nacidos, la actividad antibacteriana mengua conforme los niveles
de anticuerpos maternos transferidos pasivamente disminuyen. Esta
disminucién de anticuerpos esta correlacionada con la alta incidencia de varias
enfermedades ocasionadas por microorganismos piégenos extracelulares (S.
pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae tipo b) en nifos pequefios; ademas
durante la infancia, la capacidad de generar anticuerpos que reconozcan a los
polisacaridos de estos microorganismos es mas tardia que la que se observa
para antigenos proteicos y aunque la respuesta a algunos antigenos
neumococicos polisacaridos puede ser demostrada a los 6 meses de edad, en
general es pobre hasta los 18-24 meses de edad'®, por lo que la deficiencia
selectiva de anticuerpos antipolisacaridos es buscada generalmente en nifios

mayores de dos afos con infecciones bacterianas recurrentes.

Para evaluar a un paciente sospechoso de tener la inmunodeficiencia SAD se

deben tomar en cuenta tres aspectos:

e Niveles séricos de inmunoglobulinas.
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e Niveles séricos de subclases de IgG.

o Niveles séricos de anticuerpos especificos contra antigenos polisacaridos.

Para este ultimo punto se realiza una cuantificacion en suero de anticuerpos
contra polisacaridos, para ello se toman dos muestras de sangre, la primera
antes de recibir una dosis de la vacuna neumocécica no conjugada de 23
serotipos y la segunda 4 semanas después de la inmunizacién para poder
evaluar la respuesta de anticuerpos IgG contra cada serotipo; la respuesta a

los distintos serotipos puede ser:*!

e Ninguna respuesta a algun serotipo.
e Respuesta a algunos serotipos.
e Caida de los titulos después de inmunizacién (memoria defectuosa).

e Ausencia de anticuerpos de la clase 1gG2

Se considera que se tiene una respuesta adecuada cuando se detecta una
concentracion de anticuerpos =1.3ug/mL contra un serotipo particular después
de la inmunizacién o un titulo 4 veces mayor respecto al valor basal, sin
embargo se ha observado que la probabilidad de tener una respuesta 4 veces
mayor disminuye cuando el titulo de anticuerpos antes de la inmunizacion es
mayor a 1.3ug/mL y que so6lo se obtiene una respuesta 2 veces mayor respecto
al nivel basal®.

Para interpretar el resultado debe considerarse la edad, estado de
inmunizacion y las concentraciones de anticuerpo en cada estudio. Por lo
anteriormente dicho un nifilo menor de 5 afos debe responder al 50% de los
serotipos en evaluacion, mientras que los pacientes mayores de 5 afios deben

responder a no menos del 70% de los serotipos en evaluacion®.

Los serotipos 6A, 14, 6B, 19F y 23F son pobres inmundgenos, mientras que
los serotipos 2, 3, 4, 7F, 8, 9N, 9V y 18C son altamente inmundgenicos, esto
puede atribuirse a sus caracteristicas quimicas intrinsecas como son: tamafio

molecular y numero de epitopos. La baja inmunogenicidad de los serotipos 6B
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y 23F se puede deber a que su estructura es similar a la del DNA, por lo que

hay una mayor regulacién de la respuesta inmune hacia dichos antigenos?*.

3.8.3 Tratamiento

El objetivo del tratamiento es prevenir complicaciones o retrasarlas, mejorando
asi la calidad de vida del paciente, aumentando la expectativa de vida y en

nifios, asegurando el correcto desarrollo™.

Las bases generales del tratamiento son:
e Terapia antimicrobiana
e |Inmunizacién adicional

e Administracion de inmunoglobulinas

Siendo el tratamiento mas efectivo la administracion de inmunoglobulinas,
misma que puede ser intravenosa o subcutanea, sin embargo este tratamiento
es costoso y en nuestro pais se requiere que el caso de cada paciente sea

documentado con evidencia sdlida que justifique su uso.

3.9 Infeccidon por Streptococcus pneumoniae (hneumococo).

Las infecciones producidas por neumococos son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En 2005, la OMS estimé que cada
afio morian por enfermedades neumocdcicas 1.6 millones de personas, de las
cuales entre 0.7 y un millébn son nifios menores de 5 anos, la mayoria de paises

en desarrollo.
Dentro de las patologias mas frecuentemente asociadas al neumococo estan la

otitis media y enfermedades invasoras como bacteriemia/septicemia, neumonia

y meningitis.
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3.9.1 Caracteristicas generales de Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae es una bacteria Gram positiva con forma de bala,
de un diametro de 0.5-12 ym e inmdévil, que produce una toxina llamada
neumolisina y a diferencia de los demas miembros del género Streptococcus,
se agrupa en pares (diplococos) %.

La pared celular del neumococo esta compuesta de peptidoglucano, acido
teicoico y acido lipoteicoico.?® El acido teicoico esta expuesto en la superficie
celular y se une covalentemente al peptidoglucano, esta estructura se
denomina polisacarido C (PSC C) que es especifica de especie, por lo que

todos los serotipos neumocécicos lo presentan®.

El principal factor de virulencia de Streptococcus pneumoniae es la capsula de
polisacaridos que reduce la fagocitosis. Quimicamente, la capsula es un
polimero largo, soluble y organizado, formado por unidades repetidas de 2 a 7
monosacaridos que pueden ser lineales o ramificados.?® Las combinaciones de
polisacaridos y las ramificaciones de estos en la capsula son los que

determinan los serotipos.

3.9.2 Importancia clinica

La infeccion neumocdcica es un problema de salud publica cuya importancia es
subestimada por la dificultad de identificacion bacteriologica de los

neumococos en la practica corriente?.

Se ha reportado que el neumococo es flora normal de vias respiratorias
superiores en 5-40% de adultos® y hasta 70-80% en infantes, %° sin embargo
es la causa de muchas infecciones en el ser humano que se pueden clasificar

segun su gravedad, como se observa en la tabla 5.
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TABLA 5. Clasificacion y manifestaciones de la infeccion por neumococo.”’

Clasificacion Intensidad de los sintomas Frecuencia Manifestaciones
Enfermedad Otitis media
neumococica Severos Poco comun Sinusitis
invasiva Bronquitis
Enfermedad Neumonia
neumocacica no Moderados Comun Bacteriemia febril
invasiva Meningitis

Los grupos mas afectados por este patégeno son los nifios pequefios y los
adultos mayores. En los nifios, el sistema inmune no esta preparado para el
reto antigénico, mientras que en los adultos mayores el sistema inmune ya no

es tan eficaz?.

Streptococcus pneumoniae es el microorganismo mas frecuentemente aislado

en casos de meningitis infantil®

y se estima que la neumonia infantil
neumococica sera responsable de 27 millones de muertes en naciones en
desarrollo durante la siguiente década, si no se implementa una estrategia de

vacunacion®.

En adultos mayores de 65 afnos se estima que la infeccion neumocdcica tiene
una tasa de mortalidad del 20% y esta se duplica en adultos mayores de 85

afios®, convirtiéndose en la quinta causa de muerte en adultos mayores.

Actualmente se han identificado alrededor de 90 serotipos de neumococos, los
cuales se diferencian en su patogenicidad y poder invasivo. Entre los nifios, las
infecciones suelen asociarse con los serotipos 6, 14, 18, 19 y 23 y en los

adultos con los serotipos 1, 3, 4, 7, 8 y 12%,

En el 2007 en Meéxico, la incidencia de neumonia y bronconeumonia en
poblacién de 60 a 64 fue de 206.73 y en personas de 65 y mas anos de 469.61

por 100 000 habitantes, y es mas frecuente en hombres que en mujeres™®.

Otros factores de riesgo descritos para adquirir una infeccion invasora por
neumococo son: antecedente de prematuridad, asplenias anatomicas o
funcionales, inmunodeficiencias primarias y secundarias y ciertas

enfermedades crénicas (cardiacas, pulmonares, hepaticas, diabetes mellitus) .
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3.9.3 Esquema de vacunacion en México

Actualmente, en el esquema de vacunacion en México se incluyen dos vacunas
contra S. pneumoniae: la vacuna antineumocécica polivalente indicada para
adultos mayores de 65 anos y la vacuna neumocdcica conjugada indicada para

ninos menores de 2 anos.

La vacuna antineumocdcica polivalente esta compuesta por una mezcla
purificada de 23 polisacaridos capsulares neumocdcicos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F,
8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F.
Estos tipos capsulares representan del 85 al 90% de los serotipos que causan
infecciones neumocécicas invasivas en adultos y nifios.”> Debido a la
naturaleza timo independiente de las respuestas humorales a estos antigenos
su uso es limitado, ya que estas vacunas no ofrecen proteccién a largo plazo y
no estimulan la respuesta inmune en nifios menores de 2 afios?’, por lo que en
México se encuentra en el esquema de vacunacion para poblacion de 60-64

afios con factores de riesgo y para toda la poblacion de 65 afios de edad.

La vacuna de polisacaridos contra el neumococo se introdujo en México en
1993, sin embargo fue en 2006 cuando la Secretaria de Salud (SSA) la
introdujo de manera universal para las personas de 65 afos de edad en
adelante®™. Las vacunas actualmente disponibles en México son la

Pneumovax® 23 (Merck, EU) y Pneumo 23 (Sanofi Pasteur, Francia).

Otra vacuna neumocdcica disponible es la vacuna conjugada trece valente,
compuesta por trece serotipos ligados de manera covalente a una proteina
inerte (proteina trasportadora de toxina diftérica CRM197). Los trece serotipos
incluidos en esta vacuna son: 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 9A, 19F y 23F
y esta incluida en el esquema de vacunacion para ninos menores de 8 anos (3

inmunizaciones) *.
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3.10 Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)

La técnica ELISA (acrénimo del inglés “Enzime linked Immuno-Sorbent Assay”)
es uno de los métodos inmunoenzimaticos empleados para la deteccion de
antigenos o anticuerpos; tiene su origen en el radioinmunoanalisis (RIA),
desarrollado por S. A. Berson and Rosalyn Yalow. La diferencia principal es la
forma en que se pone en evidencia la interaccion antigeno-anticuerpo. En el
RIA se usan antigenos marcados con isotopos radioactivos y en la ELISA se

usan anticuerpos ligados a enzimas.

Existen dos métodos basicos, el ELISA directo que detecta antigenos y el
ELISA indirecto que detecta anticuerpos. El principio basico de la técnica de

ELISA indirecto se muestra en la ilustracion 3.

A 1) ANTIGENO < . 2) BLOQUEADOR Y 3) SUERO PROBLEMA
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FIGURA 3. Principio basico de la técnica ELISA indirecta. Primero los pozos se
recubren con el antigeno conocido (1), después se lavan y los espacios no
recubiertos con antigeno, se bloquean con una proteina (2), posteriormente se
incuban con el suero problema (3). Para detectar los anticuerpos unidos al antigeno,
se utiliza un segundo anticuerpo conjugado a una enzima (4) que se revela al
adicionar el sustrato de la enzima y un cromégeno (5) para obtener como resultado
un producto colorido. La reaccion se detiene con acido sulfurico (6) y se lee la
absorbancia del producto colorido.
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3.10.1 Técnica de ELISA para la cuantificacion de anticuerpos dirigidos

contra polisacaridos neumococicos.

Los primeros ensayos utilizados para cuantificar el nivel de anticuerpos contra
polisacaridos neumococicos se basaron en el ensayo de Farr, un
radioinmunoensayo que mide la unién del anticuerpo con el polisacarido
capsular, marcado con un isotopo radioactivo. Sin embargo este ensayo es
poco practico ya que requiere de grandes volumenes de suero para cada
serotipo, isotopos radioactivos y no estaba claro si proporcionaba la
especificidad de serotipo necesaria. Asi, a principios de la década de los 80s, la
técnica de ELISA se convirtid en el método preferido para la estimacion de las
concentraciones de anticuerpos dirigidos contra polisacaridos de S.
pneumoniae?®. Este método ha experimentado varias modificaciones que se

conocen como generaciones.

La primera generacion de ELISA sobreestimaba la concentracion de
anticuerpos antipolisacaridos y daba una falsa idea de proteccion ya que en el
ensayo se cuantificaban los anticuerpos dirigidos contra el polisacarido de la
pared celular (PSC C) y los anticuerpos dirigidos contra el polisacarido
capsular’®. Muchos individuos tienen anticuerpos contra este polisacarido por
infeccion previa o colonizacién asintomatica, sin embargo los anticuerpos
dirigidos contra este PSC C no confieren ninguna proteccion®’. Asi, se
desarroll6 una segunda generacion de ELISA, donde se neutralizaba el PSC C
antes de realizar las cuantificaciones, sin embrago se encontré que los
anticuerpos dirigidos contra ciertos polisacaridos significativos como el PSC 4
tenian reactividad cruzada con otros polisacaridos irrelevantes como el PSC
22F, y que una pre-incubacién con este ultimo mejoraba considerablemente la

correlacion concentracion-eficacia de inmunizacion®.

Finalmente se desarrollé la ELISA de tercera generacion, la cual fue adoptada
como método de referencia por un grupo de expertos en una reunion celebrada
en 2000 en la sede de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en Ginebra,
Suiza. En esta ELISA se realiza la pre adsorcion del antisuero con los PSC C y
PSC 22F.
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Para interpretar las concentraciones de anticuerpos obtenidos por la técnica de
ELISA, se necesita conocer los niveles de anticuerpos dirigidos contra
polisacaridos neumocécicos suficientes para la proteccion inmune, para ello

debe considerarse lo siguiente:

e El umbral o valor de corte que discrimina entre individuos en riesgo de una
infeccion y los que no depende de muchos factores, desde la exposicién a
los microorganismos y su virulencia inherente, hasta factores en el huésped

como la inmunidad innata, infecciones virales concomitantes, etc®’.

e Los niveles protectores de anticuerpos también dependen del serotipo
neumococico y del tipo de infeccion, ya que se requiere una menor cantidad
de inmunoglobulinas para defenderse de una bacteriemia diseminada que

para evitar una infeccion de vias respiratorios superiores?®.

e Aunque la cantidad de anticuerpos es el principal factor de proteccién, hay
que considerar que la afinidad de estos por sus antigenos de origen o su
avidez es un factor crucial para que ejecuten correctamente su funcion

bioldgica, por lo que también debe tomarse en cuenta®.

22



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estandarizar un ensayo ELISA indirecto para apoyar en el diagnéstico de la
deficiencia de anticuerpos especificos y cuantificar anticuerpos de la clase IgG
dirigidos contra antigenos polisacaridos de Streptococcus pneumoniae en

muestras de pacientes que recibe el Instituto Nacional de Pediatria.

4.2 Objetivos particulares

e Determinar la concentracién optima de polisacarido en la disolucién de

recubrimiento para cada uno de los serotipos empleados en el estudio.

e Evaluar el efecto de la azida de sodio como conservador en el desempefio
de la cuantificacién de anticuerpos por ELISA (determinar si existe una
variacion en la cuantificacion de anticuerpos IgG, en presencia y ausencia

de azida de sodio).

e Determinar la concentracién de anticuerpos antipolisacaridos, mediante la
técnica de ELISA, en muestras de pacientes que recibe la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias Primarias (UIID) del Instituto Nacional

de Pediatria.

e |dentificar a los pacientes con diagnéstico de inmunodeficiencia de

anticuerpos especificos contra polisacaridos (SAD).
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 Cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra antigenos

neumocoOcicos en muestras séricas de pacientes.

5.1.1 Toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre (5 mL) de 91 pacientes por puncién venosa
(sistema Vacutainer®) y se recolectaron en un tubos sin anticoagulante,
previamente identificados. Una vez recolectadas, se centrifugaron a 2000 rpm
durante 20 minutos y se tomaron alicuotas de 300 pL de suero hasta obtener
un minimo de 6 viales por paciente. Estos viales fueron identificados con el

nombre de cada paciente y congelados a -28°C hasta su analisis.

5.1.2 Reconstitucion de polisacaridos.

Para la reconstitucion de los polisacaridos neumocaocicos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 8,
9V, 11A, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23 y C (Statens Serum Institut, Copenhagen,
Denmark), se afadio 1 mL de agua grado biologia molecular al vial de cada
uno de los PSC con ayuda de una jeringa de insulina, de tal manera que la
concentracion final fuera de 10mg/mL, posteriormente se agitdo el vial
manualmente hasta que todo el polvo quedo disuelto y finalmente se hicieron

alicuotas de 10 pl.

Los PSC se almacenaron a una temperatura de -28°C hasta su uso.

5.1.3 Sensibilizacion de las placas para ELISA

Para preparar las soluciones de recubrimiento de los PSC neumocécicos, se
descongelaron las alicuotas de PSC a temperatura ambiente y se diluyeron los
10uL del PSC en 10mL de una disolucion reguladora de fosfatos (PBS), pH 7.4,
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0.01M, 25°C (Sigma Aldrich, USA) para obtener una concentraciéon de 10ug/mL
y se agitaron con ayuda de un vortex a una velocidad de 8 durante 30

segundos.

Cada placa para ELISA de 96 pozos (Thermo scientific, USA) se recubrié con
dos PSC (7 placas en total): las primeras seis columnas se recubrieron con un
PSC y las otras seis con otro PSC como se muestra en la figura 4. Se
afiadieron 100uL de la solucién de recubrimiento a cada uno de los pozos, se
cubrieron las placas y después se incubaron por 4 horas a 37°C. Finalmente se

almacenaron a 4°C durante toda la noche.

PSC X PSCY

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
- 000000000000
- 900000000000
- 900000000000
- 9000000000009
- 000000000000
- 00 0000000000
- 000000000000
- 000000000000

FIGURA 4. Recubrimiento de placas para ELISA.
Placa 1: PSC 1y PSC 3. Placa 2: PSC 4 y PSC 5. Placa 3: PSC 8 y PSC 14. Placa 4: PSC

6B y PSC 11A. Placa 5: PSC 18C y PSC 19A. Placa 6: PSC 23 y PSC 6A. Placa 7: PSC 9V
y PSC 19F.

5.1.4 Bloqueo de las placas para ELISA
Después de decantar la solucion de recubrimiento de todas las placas, se

agregaron 100 pl de solucion PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 3% leche (leche
descremada) a cada pozo, se cubrieron y se incubaron durante 1 hora a 37°C.
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5.1.5 Preparacion del suero estandar para las curvas de calibracion

Para las curvas de calibracion, el suero estandar (STD) utilizado fue un patrén
secundario preparado en la Unidad de Investigacion en Inmunodeficiencias
(UIID) a partir del suero de referencia SF-89 proporcionado por la Food & Drug
Administration (FDA).

Se realizaron tres diluciones del STD: 1:300, 1:200 y 1:100, para ello, se
descongelé el STD dejandolo a temperatura ambiente por 30 minutos y
posteriormente se diluyé en una solucién de leche al 3%, preparada con PBS
(pH 7.4, 0.01M, 25°C) mas Tween-20 (Sigma Aldrich, USA) al 0.05%,
finalmente se agregé PSC C, 10 ug/mL, y se agitaron en vortex durante 30

segundos.

5.1.6 Preparacion de las muestras

Se descongelaron las muestras dejandolas a temperatura ambiente por 30
minutos y después se diluyeron 12uL de cada muestra de suero en 3.6mL de
una disolucion de PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 3% leche / 0.05% Tween-20,
después se agregdé PSC C, 10ug/mL, y polisacarido 22, 30ug/mL, a cada

muestra y se agitaron en vortex durante 30 segundos.

5.1.7 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Después del bloqueo, las placas se lavaron tres veces agregando 200 pL de
PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 0.05% Tween-20 en cada pozo y posteriormente
se prepararon las curvas de calibracion por duplicado para cada serotipo. Para
cuantificar los anticuerpos dirigidos contra los polisacaridos 1, 3, 4, 5, 8 y 14, se
realizaron curvas de calibracion con la dilucion del STD 1:300, para los
polisacaridos 6B, 11A, 18C, 19A y 23 se utiliz6 la dilucion del STD 1:200 y para
los polisacaridos 6A, 9V y 19F se utilizo la dilucidn del STD 1:100.
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Se agregaron 200 ul de la disolucion de STD correspondiente en los pozos A1,
A2, A7 y A8 de la placa para ELISA 'y 100 ul PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 3%
leche / 0.05% Tween-20 en los demas pozos de las mismas columnas (1,2, 7y
8). El STD se diluyé sucesivamente, tomando 100 uL y transfiriéndolos al
siguiente pozo (diluciones 1:2) hasta la fila G, dejando el ultimo (fila H) como

blanco.

Se colocaron 100 pL de muestra (16 muestras en total analizadas por

duplicado), como se muestra en la figura 5.

PSC X PSCY

5 6 7 8 9 10 11 12

@O0000000-

O Curva estandar ‘ Blanco

FIGURA 5. Distribucidon de muestras y curvas de calibraciéon. Cada numero representa una muestra diferente.

Se cubrieron las placas y se incubaron a 37°C durante 1h40min.

Después de la incubacion, se lavaron las placas con PBS (pH 7.4, 0.01M,
25°C)/0.05% Tween-20 por triplicado y se agregaron 100 pL de una dilucién
1:5000 del anticuerpo de cabra-anti IgG humana conjugado con la enzima

peroxidasa de rabano picante (Santa cruz biotechnology, USA) en PBS (pH 7.4,
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0.01M, 25°C)/3% leche/0.05% Tween-20 a cada pozo y se cubrieron para
incubar por 1:40h a 37°C. A continuacion se lavaron las placas nuevamente y
se anadieron 100 pL de sustrato, 3,3',5',5'-Tetrametilbencidina (TMB substrate,
MP biomedicals). Esta reaccion se detuvo con 50 uL de una solucién de H,SO,
2M y se obtuvieron las absorbancias utilizando el Espectrofotometro para

Microplacas Epoch - BioTek, ajustado a una longitud de onda de 450nm.

Las concentraciones de IgG se calcularon mediante la interpolacién a la curva
obtenida con el STD, del que se conocen las concentraciones de IgG frente a

los polisacaridos capsulares estudiados.

5.2 Estandarizacion del método de ELISA

5.2.1 Determinacion de la concentracion 6ptima de recubrimiento de PSC

Durante el analisis de las muestras de pacientes con el procedimiento descrito
anteriormente se observd una elevada tendencia en ciertos serotipos a la
saturacion de los puntos mas altos de la curva de calibracion, por lo que de
acuerdo con la guia propuesta por la OMS, se decidié variar la concentraciéon

de PSC en la solucién de recubrimiento.

En estos ensayos se siguid el procedimiento general de ELISA referido

anteriormente con las siguientes modificaciones:

A. Sensibilizacion de las placas para ELISA

Se prepararon 6 soluciones de recubrimiento para cada uno de los PSC
neumocaocicos analizados, para lo cual se diluy6 el PSC reconstituido (10ug/mL)
en 10mL de PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) para obtener las siguientes
concentraciones: 10ug/mL, 8upg/mL, 6ug/mL, 4ug/mL, 2ug/mL y 1pg/mL,
finalmente se agitaron con ayuda de un vortex a una velocidad de 8 durante 30

segundos.
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Se recubrieron las placas para ELISA de 96 pozos con un polisacarido

neumocacico (14 placas en total) como se muestra en la figura 6.

RN
o
y
&
=
3
=

8 pi/mL 6 pg{mL 4 pg(mL 2 pg{mL 1 pg{mL
11 22) (33 44\ (" 55 66 (77 88 /99 101 V111 121

PSC X

FIGURA 6. Recubrimiento de placas para ELISA con diferentes concentraciones de PSC para la
evaluacion de la concentraciéon 6ptima de recubrimiento.

B. Preparacion del suero estandar para las cuervas de calibracién

Para las curvas de calibracion se utilizd el mismo patrén secundario del
laboratorio (STD).

Se realiz6 una unica dilucion 1:200 del STD en una solucién de PBS (pH 7.4,
0.01M, 25°C) / 3% leche / 0.05% Tween-20, posteriormente se agregé PSC C,

10 pyg/mL, y se agitaron en vortex a una velocidad de 8 durante 30 segundos.

Se anadieron 200uL del STD en la primera fila de cada placa y 100uL de una
solucién de PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 3% leche / 0.05% Tween-20 en todos
los demas pozos, después se realizaron diluciones 1:2, dejando la ultima fila

como blanco.
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5.2.2 Efecto de la adicion de azida de sodio (NaN3) en las soluciones

utilizadas para la ELISA

Se realizaron dos ensayos evaluando dos diferentes concentraciones de NaN3:
0.02% m/vy 0.01% m/v

Las placas para ELISA se recubrieron de la misma manera que las placas
utilizadas en el ensayo para determinar la concentracion Optima de
recubrimiento de PSC, so6lo que la solucion de recubrimiento se preparé con
una disolucién buffer de PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) a la que se le afiadio NaN3
a una concentracion final de 0.02% m/v 0 0.01% m/v, dependiendo del ensayo,

y se agitd a una velocidad de 8 en un Vortex por 30 segundos.

La solucion de bloqueo también se prepard utilizando PBS (pH 7.4, 0.01M,
25°C) / (0.02%m/v 6 0.01%m/v) de NaN3 / 3% leche y se agitd en un Vortex a

una velocidad de 8 durante 30 segundos.

Para la construccion de las curvas de calibracion, el STD se diluyé 1:200. Se
afiadieron 200uL del STD en la primera fila de cada placa y 100uL de una
solucién de PBS (pH 7.4, 0.01M, 25°C) / 3% leche / 0.05% Tween-20 en todos
los demas pozos, después se realizaron diluciones 1:2, dejando la ultima fila

como blanco.

El método de ELISA se realiz6é como se describid anteriormente.

30



6. RESULTADOS

6.1 Estandarizacion del método de ELISA

6.1.1 Condiciones iniciales

Durante la implementacién de la prueba (estudio previo) se determinaron las

condiciones ideales de dilucion del suero pero fijando a 10 pg/ml la

concentracion de la solucion de recubrimiento, esto por motivos de tiempo y

con la finalidad de implementar lo mas pronto posible la prueba. Los resultados

obtenidos fueron:

TABLA 6. Dilucién éptima del suero estandar para cada uno de los serotipos evaluados, todos con una
solucién de recubrimiento de 10 ug/ml.

Dilucién 6ptima de

Coeficiente de

Polisacarido X . . Pendiente
suero estandar determinacion
1 1:300 0.985 26935
3 1:200 0,9952 133956
4 1:300 0.9938 32813
5 1:200 0.9845 16029
6A 1:100 0.9896 17604
6B 1:200 0.9901 16942
8 1:200 0.9984 23981
9V 1:100 0.9906 14457
11A 1:200 0.9901 25579
14 1:300 0.9968 13918
18C 1:300 0.9963 26513
19A 1:300 0.9951 7981
19F 1:100 0.9875 15679
23 1:200 0.9973 22621

Para la mejora continua de dicho ensayo, se buscd encontrar la concentracion

Optima de recubrimiento para cada una de los polisacaridos. Los resultados se

muestran a continuacion.
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6.1.2. Determinacion de la concentracion 6éptima de recubrimiento de PSC

Se construyeron las curvas estandar de cada una de las concentraciones de
recubrimiento probadas y se obtuvo la ecuacion de cada recta y su coeficiente
de determinacion R? para finalmente seleccionar la recta con mayor linealidad
(R*>0.98) (Figuras 7-20).

PSC1
0.300
° y = 3478,5x + 0,0626
0250 ® 10 mcg/ml R? = 09735
y =2764.1x + 0.0546
0.200 o © 8 meg/m| R? = 0.9906
. 6meg/ml Y =3076.4x+0.0544
0.150 .."i _.-"-- R?=0.9986
< o 4meg/m Y= 2875.2x+0.0509
R v R?=0.9959
0100 o o J
.Hﬁ 2meg/ml Y =1635.4x+0.0535
0.050 R2 = 0.9983
1 mcg/ml y =2190x + 0.0505
0.000 R?=0.9757
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05

Concentracion de recubrimiento (pg/ul)

FIGURA 7. Curvas de calibracion de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de PSC1.
La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucion de recubrimiento fue de 6

pg/ml.

PSC 3
0.140
10 mcg/ml Y = 5861.1x + 0.0628
0.120 -3 R? = 0.7582
.._...--:.’:::: ........ o3 ng/ml y= 6040.6x + 0.0556
0.100 e $ R?=0.9489
¢ e [ TRl .
0.080 ot et VITTES AL 6mcg/ml Y =5024x+0.0542
& %o . ® e R? = 0.9893
< Lt @it
0.060 %Mo &8 ©4meg/ml Y =4462.6x +0.0529
e @ 2 _
R?=0.977
0.040 2 meg/ml ¥ = 1217.2x + 00646
R? = 0.2405
0.020

1meg/ml Y =2570.3x+0.0543
0.000 R? = 0.9862

0.00E+00  2.00E-06  4.00E-06  6.00E-06  8.00E-06  1.00E-05

Concentracion de recubrimiento (ug/ul)

FIGURA 8. Curvas de calibracion de la solucion de recubrimiento a distintas concentraciones del PSC3.
La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la soluciéon de recubrimiento fue de 6

pg/m.
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PSC4

0.7

® 10 mcg/ml y =8149.5x + 0.1257
R?=0.9977

® 8 mcg/ml y=9111.4x + 0.1547
R?=0.9877

6 mcg/ml y= 9794.8x + 0.1534
R?=0.9958

Abs

@4 mcg/ml y=9189.9x +0.148
R?=0.9952

2 meg/ml y = 6670x + 0.1454
R?=0.9816

®1mcg/ml  y=2385.7x+0.142
0 R2=0.7993

0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05 5.00E-05

Concentracidn de recubrimiento (ug/ul)

FIGURA 9. Curvas de calibracion de la solucion de recubrimiento a distintas concentraciones del PSCA4.
La curva con mejor regresion lineal fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue de 6

pg/mi.

PSC5
0.700
©10 mcg/ml ¥ =7936.3x+ 0.0619
0.600 R2 = 0.9922
@
= 8167.9x + 0.0695
®8mcg/ml VY
0.500 4 R =0.9947
R ."“'
0.400 6 mcg/ml Y = 7404.9x +0.0785
4 R?=0.9935
0.300 ST e e y = 6438.1x + 0.0694
@ e e ® 4 mcg/ml
T e g R =0.9929
0-200 s ®2meg/ml Y =3916.9x +0.0814
---- R2 = 0.8398
0.100 %3#
[ 1mcg/ml  y=5062.6x + 0.065
0.000 R2 =0.9958
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05

Concentracion de recubrimiento(ug/ul)

FIGURA 10. Curvas de calibracién de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de PSC 5.
La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue de 8

pg/ml.
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PSC 6A

0.400
0.350 R2=0.955
e
0.300 ®8mcg/ml y=3852.4x +0.1757
R2 =0.875
0230 6 mcg/ml v =3689.1x + 0.1867
R? = 0.8964
,, 0:200
< ®4mcg/ml y=3746.7x +0.1777
0.150 R? = 0.8307
0.100 ¢ ®2mcg/ml y=3136.7x +0.1652
R? = 0.4966
0050 1mcg/ml y=1133.9x +0.1641
R?=0.4571
0.000
0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05

Concentracion de recubrimiento (ug/ul)

FIGURA 11. Curvas de calibraciéon de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSCG6A. La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracién de la solucion de recubrimiento fue
de 10 pg/ml.

PSC 6B
0.700
® 10 mcg/m| Y =1647.7x+0.2639
o600 ¢ R? =0.0204
®8mcg/ml Y= 8471.6x +0.0488
%00 R?=0.9991
5 6 mcg/ml Y =7327.9x +0.0486
0.400 e g 7 .
. R2=0.981
B . ---------
< 0.300 .............................. saeteee s, ‘ 4 mcg/ml y ) 52486)( . 00579

R?=0.9778

®2 mcg/ml  y=4259.4x +0.0483
R?=0.9974

1 mcg/ml Yy =2513.6x +0.0608
R?=0.7212

0.000
0.00E+00  1.00E-05  2.00E-05  3.00E-05  4.00E-05  5.00E-05

Concentracion de recubrimiento (pg/ul)

FIGURA12. Curvas de calibracion de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de PSC6B.
La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucion de recubrimiento fue de 8

pg/ml.
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PSC 8

0.900
° -
0.800 ®10 mcg/ml Y =15264x+0.0599
- R?=0.9954
7
0.700 ®8mcg/ml Y= 11238x + 0.0594
) 2_
0.600 R?=0.9973
0.500 6 mcg/m| y =6821.8x + 0.0505
3 R?=0.9971
<
A
0400 ®4meg/ml Y= 6705.2x + 0.0575
2 _
0.300 R? =0.9886
0.200 ®2 mcg/ml Y =4599.5x +0.0601
o R? = 0.9898
0100 M &
o 1meg/ml Y =3732.9x+0.052
0.000 R2=0.9813

0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05 5.00E-05 6.00E-05
Concentracion de recubrimiento (ug/ul)
FIGURA 13. : Curvas de calibracion de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de PSC8.

La curva con mayor linealidad fue en la que la concentraciéon de la solucion de recubrimiento fue de 8
pg/ml.

PSC 9V
0.700
®10 mcg/ml  y=8520.2x +0.315
0.600 e R2=0.2103
0.500 ®8mcg/ml  y=9879.3x +0.0582
S e R =0.9963
L P e (J
0400 et 6 mcg/ml y=9766.9x + 0.0567
a ‘ ----- R2 = 0.9609
< e
0.300 ° e ®4mcg/ml y=6970.1x+0.0607
----------- R?=0.9336

0.200

®2mcg/ml  y=6894.5x + 0.056

R?=0.9903
0.100

1mcg/ml y=5521.1x + 0.0647
0.000 R?=0.833

0.00E+00  5.00E-06  1.00E-05  1.50E-05  2.00E-05  2.50E-05

Concentracion de recubrimiento (pg/ul)

FIGURA 14. Curvas de calibracidon de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC9V.La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue
de 8 pg/ml.
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PSC11A

0.600
® 10 mcg/ml Y = 11815x +0.1074
0.500 R*=0.9877
®8mcg/ml y=14069x +0.1265
0.400 R?=0.9793
6 mcg/ml Y = 14904x +0.1311
2 0300 R?=0.9862
< ®4meg/ml Y= 13867x+0.1333
0.200 R2 =0.9801
®2mcg/ml  Y=11921x+0.127
0100 (¥ R?=0.9842
1mcg/ml Y =8857.1x +0.1098
0.000 R? = 0.9937

0.00E+00 5.00E-06 1.00E-05 1.50E-05 2.00E-05 2.50E-05 3.00E-05

Concentracion de recubrimiento (ug/ul)

FIGURA 15. Curvas de calibracion de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC11A. La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucion de recubrimiento fue
de 1 pg/ml.

PSC 14
1.800
® 10 mcg/ml y=5574.4x+0.1455
1.600 R? =0.9831
1.4
00 ®8 mcg/ml y=5343.3x+0.1711
2 _
1.200 R2=0.9357
6 mcg/ml Y =6193.8x +0.1131
” 1.000 R? = 0.9593
2 03800
: ®4meg/ml Y =5801.5x+0.1191
R2 = 0.9829
0.600
®2mcg/ml Y =4730.2x+0.1009
0.400 R? = 0.9869
0200 1mcg/ml y=3678.9x +0.1159
0.000 h R 0.9676

0.00E+00 5.00E-O5 1.00E-04 1.50E-04 2.00E-04 2.50E-04 3.00E-04

Concentraciéon de recubrimiento (ug/pl)

FIGURA 16. Curvas de calibraciéon de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC14.La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue
de 10 pg/ml.
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PSC18C

0.500
® 10 mcg/ml Y =5031.2x + 0.0687
0.450
R2=0.9935
0.400
83 mcg/ml y =5491.4x + 0.0588
0.350 R2 =0.9959
0.300 6 meg/ml Y =5539.1x + 0.0532
38 R? = 0.9895
< 0.250
0.200 ®4meg/ml Y =6362.3x+0.0565
' R%=0.9987
0.150
®2mcg/ml Y =5830.6x +0.0561
0-100 R? = 0.9946
0.050 1meg/ml v =4780.5x +0.0607
0.000 R%=0.9907
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05
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FIGURA 17. Curvas de calibracion de la solucién de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC18C. La curva con mayor linealidad fue de 4 ug/ml.

PSC 19A
0.700
@10 mcg/ml Y =4282.3x +0.1546
0.600 '@ R?=0.8452
) @8 mcg/ml Y =4376.4x+0.0582
0-500 e R2 = 0.996
0.400 6 mcg/ml Y= 50?5.6x +0.0496
é : U ° R? =0.9967
0.300 . o @4 meg/ml Y =3953.7x +0.0584
* ..-::3"'. R2=0.9975
0200 ® .-
®2mcg/ml y=2852.8x+0.0577
R R2=0.9954
W
0.100 Op-
¢ 1meg/ml y=1629.8x +0.0679
0.000 R2=0.9444

0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05 1.00E-04 1.20E-04

Concentracién de recubrimiento (ug/ul)

FIGURA 18. Curvas de calibracion de la solucion de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC19A. La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucion de recubrimiento fue
de 6 ug/ml.
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PSC 19F

0.900
-9 ® 10 mcg/ml  y=8852.8x +0.0729
0.800 -
T e R2=0.9937
0.700 @8 mcg/ml y=8395.7x + 0.0635
0.600 R?=0.9987
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0.300 e R? = 0.9965
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R2 = 0.9909
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0.000 R*=0.9587
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FIGURA 19. Curvas de calibracién de la solucion de recubrimiento a distintas concentraciones de
PSC19F. La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue
de 8 ug/ml.

PSC 23F
0.700
® 10 mcg/ml y=28982.6x+0.1317
0.600 - R? = 0.9029
o0
',:;."‘ ®38 mcg/m| y =10481x + 0.0575
0-500 e R = 0.9968
0.400 6 mcg/ml Y =10710x +0.0558
R? = 0.9992
< 0300 ®4mcg/ml v =8523x+0.0595
'Y s R?=0.9757
0.200 LJ
°. ®2meg/ml Y =7525.5x +0.0653
R R? = 0.9972
0100 ¢
& 1mcg/ml Y =7450.3x +0.0729
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0.000 R2=0.9791

0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05 5.00E-05 6.00E-05

Concentracién de recubrimiento (ug/ul)
FIGURA 20. Curvas de calibracion de la solucidon de recubrimiento a distintas concentraciones de PSC23.

La curva con mayor linealidad fue en la que la concentracion de la solucién de recubrimiento fue de 6
pg/ml.
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En la siguiente tabla se muestran los coeficientes de determinacion y las
pendientes de las curvas con mayor linealidad para cada uno de los

polisacaridos de S. pneumoniae incluidos en el estudio.

TABLA 7. Coeficientes de determinacion (RZ) y pendientes de las curvas de calibraciéon con mayor
linealidad.

Polisacarido I ION e magion__ Pendiente(m)
PSC 1 ) 09063 1635.4
PSC 3 ? 8:8223 gggg
PSC5 ‘ 09947 21674
PSC 4 160 8:8822 g;giig
PSC 6A I e 3689.1
PSC 68 : 09074 42504
PSC 8 2 8:88;? r:g2213 .?3
PSC 9V ; 09500 6504 5
PSC 11A 10 o 1815
PSC 14 10 00831 5574.4
PSC 18C : 0995 4014
PSC 19A . 0 9065 20056
PSC 19F y D S313.8
PSC 23 ; 0.9075 7595.5

6.1.3 Efecto de la adicion de azida de sodio (NaN3) en las soluciones

utilizadas para la ELISA

Los ensayos realizados con la adicion de ambas concentraciones de azida de
sodio, 0.02% y 0.01%, (Datos no mostrados) no son totalmente satisfactorios
debido a que el tiempo de revelado de las placas es extenso; ya que aquellos
ensayos en los que no se empled azida de sodio la reaccién de revelado fue de

cinco minutos, a diferencia de aquellos en los que si se utilizd, donde el
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revelado tardd hasta treinta minutos y la mayoria de las absorbancias estan por
debajo de 0,400 unidades. Ademas, al momento de la construccion de las
curvas estandar con estas placas, el intervalo dinamico de trabajo es muy

reducido y la pendiente de las curvas disminuye de manera considerable.

6.2 Cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra antigenos

neumococicos en muestras séricas de pacientes.

Se analizaron las muestras de 91 pacientes de distintos estados de la
Republica Mexicana (figura 21), principalmente del D.F. (36.3%), Veracruz
(19.8%) y el Estado de México (18.7%).

HD.F.

W Veracruz

m Edo. México
B Morelos

B Nuevo Ledn
® Oaxaca

i Jalisco

= Michoacan

Hidalgo
m Otros
ND

FIGURA 21. Estado de procedencia de los pacientes.
La edad de los pacientes varié entre 9 meses y 38 afios, media de 8.9 afios; el
9.9% corresponde a nifios < 2 afos de edad, 56.0% nifios de 2 a 5 anos de
edad, 29.7% nifos de 6 a 17 anos de edad y 4.4% a personas = 18 afios de
edad (figura 22).

W< 2 afios
M 2-5 afios
M 6-17 afios

H > 18 afios

FIGURA 22. Edad de los pacientes analizados.
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TABLA 8. Diagndstico de los 91 pacientes evaluados.

No Sexo Edad Diagndstico

3 Asma
1
2 Bronquitis recurrentes
3
1
1
2
2
2
2
2
2 Bronquitis recurrentes / alergia
2
3
5
5
6
6
33

9 meses CID
9 Deficiencia selectiva de IgG3
8 Dermatitis /papilomatosis
1 ICV

ICV / TB recurrente
IVRS / Bronquitis
IVRS / neumonias recurrentes
IVRS / Otitis / Neumonia

IVRS / Probable SAD

IVRS recurrentes

ARAARADWWWWWWWWWWNRNNNRNNNNNRNS A & 2o
RONDSOOONOORAON OO NOORDON-"OCQOONDOARWN 20 ©ONOO R WN =]

IVRS recurrentes / alergia
45 IVRS recurrentes / asma

SN NENTAAZE TN TSNS nmESnSnnmnESnSssnESSTmE

WN = w
ANFAFNONPIOORPRWON_WNOOAONRO 5

CID: Inmunodeficiencia combinada no grave. ICV: Inmunodeficiencia comun variable. TB recurrente:
Tuberculosis recurrente. IVRS: Infeccidn de vias respiratorias superiores. SAD: Inmunodeficiencia de
anticuerpos especificos.
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No. Sexo Edad Diagndstico

IVRS recurrentes / deficiencia de
46
IgG2
47 IVRS recurrentes / Otitis recurrentes
48 IVRS recurrentes / rinitis alérgica
49

50
51

52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

<
w

IVRS recurrentes / sinusitis

RIbhooN

IVRS recurrentes / Sinusitis / alergia
IVRS recurrentes / sinusitis / otitis
recurrentes
Neumonia / alergia / IVRS
Neumonia / probable SAD
Neumonia / SAD

Neumonias recurrentes

Otitis / neumonia
Otitis / Sinusitis

Otitis recurrentes

Pansinusitis de repeticion

Probable SAD

Rinitis alérgica / sinusitis / Neumonia
Sepsis por neumococo
Sinusitis / IVRS

Sinusitis crénica
90

91 ND

T T TS TS TSNS iangiisssss 285
S OWRANOOODUTARBRBRBRWNNN 2 OINNOROWRRRONDOAS N

BN
—

IVRS: Infeccion de vias respiratorias superiores. SAD: Inmunodeficiencia de anticuerpos especificos.
ND: No Disponible.

42



En la tabla 8 se muestra el diagndstico de cada uno de los pacientes evaluados.
Las enfermedades mas frecuentes dentro de esta poblacién de estudio fueron:
infecciones de vias respiratorias superiores, bronquitis, probable SAD vy alergia
(figura 23).

52 221 | VRS
H Bronquitis
M Probable SAD
M Alergia
B Neumonia
| Otitis
M Sinusitis
END
Asma
mICV
M rinitis alérgica
SAD
Otras

FIGURA 23. Diagnéstico de los pacientes al momento de solicitar la prueba.

Se analizaron 139 muestras de las cuales 96 corresponden a muestras antes y
después de la inmunizacion con la vacuna neumocdcica polisacarida no
conjugada 23-valente en 48 pacientes, 30 fueron solamente muestras antes de
la inmunizacion y 13 fueron solamente muestras después de la inmunizacion.
(Tabla 9).

TABLA 9. Tipo de analisis realizado a cada grupo de pacientes.

Tipo de analisis Numero de pacientes
Pre-inmunizacién y Post-inmunizacion 48
Pre-inmunizacién 30
Post-inmunizacion 13
Total 91

Se analizaron 30 muestras de pacientes antes de la inmunizacion y se
dividieron en 4 grupos segun la edad de los pacientes: menores de 2 afos, de
2 a 5 afos, de 6 a 17 afios y con una edad mayor o igual a 18 afos (figura 24).

En el grupo de menores de 2 afos ninguno de los pacientes tuvo una
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concentracion de anticuerpos 21.3 ug/mL para el serotipo 3 y para los serotipos
4, 11A y 18C solo el 33% de pacientes tuvieron una respuesta 21.3 uyg/mL. En
el grupo de 2-5 afios solo el 7% tuvo niveles protectores de anticuerpos para el
serotipo 3 y el 40% para los serotipos 11A y 18C. En el tercer grupo, de 6-17
afos, se detectaron niveles protectores de anticuerpos para el serotipo 3 en el
50% de los pacientes, para los demas serotipos el porcentaje fue mayor y en el
grupo de =18 afios ninguno de los pacientes respondio al serotipo 3 y solo el 33%

tuvo niveles de anticuerpos 21,3 pg/mL para el serotipo 4.

2.6 ais
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FIGURA24. Porcentaje de pacientes con niveles de anticuerpos 21,3 pg/mL en muestras de
preinmunzacion
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FIGURA 25. Porcentaje pacientes con niveles de anticuerpos 21,3 ug/mL en muestras de postinmunizacion.

E
estos pacientes también se dividieron en grupos segun su edad: 2-5 afios y 5-
17 anos (figura 25). La mayoria de los pacientes en ambos grupos tuvo un nivel
adecuado de anticuerpos contra los distintos serotipos de S. pneumoniae

analizados, excepto para el serotipo 3.

TABLA 10. Respuesta a polisacaridos (PSP) de S. pneumoniae. Analisis en muestras de preinmunizacion
y postinmunizacion

Respuesta adecuada* a PSC Respuesta adecuada* a PSC
Edad analizados analizados
pacientes
<50 % = 50% <70 % 270%

< 2 afios 0 100.0% (3)
2-5 afos 6.9%(2) 93.1%(27)
6-17 afios 46.7%(7) 53.3%(8)
= 18 afos 100.0%(1) 0

*Respuesta adecuada: aumento de titulo de dos veces o mas después de la inmunizacion.

Solo en 48 pacientes se determinaron los niveles de anticuerpos antes y
después de la inmunizacién. Todos los pacientes menores de dos afos
respondieron adecuadamente a mas del 50% de los polisacaridos analizados y
s6lo dos pacientes de 2 a 5 afios no respondieron adecuadamente a mas del
50 por ciento. En el grupo de 6 a 17 afios el 46.7% (7) tuvo un aumento de
titulo de dos veces o mas después de la inmunizacion en menos del 70% de
los polisacaridos analizados y el paciente mayor de 18 afios tampoco respondio

a mas del 70 por ciento (tabla 10).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Determinacién de la concentracion éptima de recubrimiento de
PSC

El motivo por que cual se decidié analizar diferentes concentraciones de
recubrimiento fue que la linealidad de la curva de calibracién se perdia en los
puntos de mayor concentracion, para evitar que esto sucediera se probaron
soluciones de recubrimiento de menor concentracion. Para cada uno de los
polisacaridos se analizaron 5 diluciones de concentraciones diferentes (1ug/mL,
2 pyg/mL, 4 pg/mL, 6 ug/mL, 8 ug/mL y 10 ug/mL) y se obtuvieron las curvas de

calibracion por el método de minimos cuadrados.

El reactivo utilizado para revelar las placas de ELISA fue la 3, 3, 5,5-
tetrametilbencidina, esta al ser oxidada genera un producto colorido que bajo
ciertas condiciones cumple la Ley de Lambert y Beer, la cual establece que la
absorbancia de la disolucién que contiene el analito de interés, a una longitud
de onda constante, es directamente proporcional a la concentracion de dicho
analit033, lo cual permite la construccion de curvas de calibracidon. Teoricamente
es posible obtener la concentracion de una muestra problema con la medicion
de un solo estandar, sin embargo esto es muy problematico debido a que es
poco probable que una sola medicion esté exenta de errores, esto se soluciona
aumentado el numero de estandares de distintas concentraciones, razén por la
cual se hacen curvas de calibracion en un intento de disminuir los errores

asociados a estas mediciones y volver mas acertados los resultados.

Se construyeron las curvas de calibracion para cada una de las soluciones de
recubrimiento de los 14 polisacaridos evaluados (figuras 7-20) y se seleccion6
la curva con mejor coeficiente de determinacion o R?, ya que este nos indica el
porcentaje de la variacion de Y que se explica a través del modelo lineal que se
ha estimado, asi mientras mas cercano esté de uno mas se acerca al 100%
hay menor variacion no explicada en Y por la ecuacién. Ademas, un factor de

determinacién cercano a uno también nos habla de un alto grado de correlacién
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(R), lo que significa que la mayoria de los puntos experimentales tienden a
caer dentro de una sola recta y que las diferencias o residuales entre los
puntos experimentales y los puntos de la recta son muy pequefias. Cuando se
obtuvieron curvas con R? similares, se considerd también la pendiente de la
curva (tabla 7), ya que es un indicador de qué tan sensible es el método para la
deteccion del analito deseado, por lo que una curva con mayor pendiente es

mas sensible.

Se observd que los PSC 1, 3, 4, 19A y 23F generan una mejor curva a una
concentracion de 6 ug/ml (figuras 7, 8, 9, 18 y 20), los PSC 5, 6B, 8, 9V, 19F a
8 ug/ml (figuras 10, 12, 13, 14 y 19) y el PSC 18C a 4 pg/ml y 8 pg/ml (figura
17). Estas polisacaridos tuvieron curvas con mejor linealidad a concentraciones
menores de 10 pg/ml, esto ocurrid posiblemente porque la ley de Lambert y
Beer aplica sélo para soluciones diluidas, puesto que un exceso de moléculas
en la solucion genera mayor interaccion entre ellas y la absorbancia deja de ser

proporcional a la concentracion de la disolucion®:.

El PSC 11A tuvo mejor comportamiento a una concentracion de 1 pg/ml con un
coeficiente de determinacién de 0.9937 y una pendiente de 8857 pg/ml (figura
15), sin embargo la preparacion de esta solucion de recubrimiento es poco
practica en el laboratorio ya que las alicuotas necesarias para su preparacion
son muy pequenas, por lo que se considerara la curva de 10 pg/mi (R2 =

0.9877 y m = 11815 pg/ml) como la de mejor comportamiento.

Para los PSC 6A y 14 se obtuvo mejor linealidad con recubrimiento de 10 pg/ml
(figuras 11 y 16). En el caso particular del polisacarido 6A se obtuvieron
coeficientes de determinacién menores de 0.98 y las pendientes de las curvas
fueron muy bajas en comparacion con los demas polisacaridos, por lo que este

ensayo debe repetirse.

Los resultados obtenidos mediante este protocolo se compararon con los
obtenidos por otros dos laboratorios: Laboratorio de neumococo (MCRI,
Australia) y Laboratorio de vacunas e inmunologia (KTL, Finlandia); donde se
realiza la cuantificacion de anticuerpos contra los PSC 4, 6B, 9V, 14,18C 19F y

47



23F%*. Dichos protocolos difieren del descrito en este trabajo ya que el
laboratorio KTL utiliza otra enzima, la fosfatasa alcalina, y el MCRI utiliza una
concentracion distinta del suero estandar y placas de mediana afinidad. Las

concentraciones de recubrimiento se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 11. Comparacion de distintos ensayos interlaboratorio.

Antigeno UIID (pg/ml) MCRI (ug/ml) KTL (ug/ml)

4 10 5 25

6B 8 10

9V 8 5

14 2 5 25
18C 4 5 5
19F 8 5 25
23F 6 5 10

Como se puede observar la concentracion optima de recubrimiento varia en
cada laboratorio, lo cual se debe a que la concentracion de recubrimiento no
s6lo depende del tipo de polisacarido, sino también de los materiales y
reactivos utilizados en cada protocolo y es por ello que se ha establecido que
cada laboratorio debe analizar o determinar sus propias concentraciones

optimas de trabajo, entre ellas la concentracion del recubrimiento.?®

Es importante puntualizar que en los ensayos previos se utilizaban 3 diluciones
del suero estandar (1:300,1:200,1:100), lo cual es poco practico especialmente
cuando se analiza un numero elevado de muestras; es por ello que se decidié
observar el comportamiento de los 14 polisacaridos utilizando una sola dilucion

del suero estandar, 1:200.

Se obtuvieron concentraciones 6ptimas de recubrimiento diferentes para cada
polisacarido analizado, sin embargo para la mayoria oscilé entre 6-8 ug/ml, por
lo que se propone probar una concentracién de 7 pg/ml y observar si se
obtienen curvas con coeficientes de determinacion 20.98 para todos los

serotipos.
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7.2 Efecto de la adicién de azida de sodio (NaN3) en las soluciones
utilizadas para la ELISA

La adicibn de azida de sodio ocasiond que se obtuvieran absorbancias
menores a 0,400 unidades como punto mas alto de las curvas de calibracion; lo
cual redujo el intervalo dinamico de las mismas afectando la sensibilidad y
confiabilidad del ensayo, sobre todo aquellas con concentraciones bajas de
anticuerpos. Sin embargo, aunque se le reconoce un amplio potencial biocida®,
debido a su naturaleza quimica, es capaz de interactuar con muchas moléculas
entre ellas enzimas*® por lo que es posible que haya interaccionado con las
moléculas presentes en el ensayo, limitando su capacidad de reaccionar y
generar el producto colorido que posteriormente se detecta por
espectrofotometria.

No obstante se pretende encontrar la concentracion de azida que sea util para
la inhibicion microbiana y que no afecte de manera considerable el desempefio

de la prueba.

7.3 Cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra antigenos
neumococicos en muestras séricas de pacientes.

Se analizaron las muestras de 91 pacientes con un historial de infecciones
recurrentes de la via respiratoria alta y/o baja (sinusitis, otitis media, bronquitis,
neumonia, etc.), ya que la mayoria de los pacientes con SAD presentan estas
caracteristicas clinicas, también se analizaron muestras de pacientes con otras
afecciones tales como dermatitis puesto que algunos pacientes con SAD
pueden presentar asociacion con enfermedades atopicas como dermatitis y

asmal '

La maduracion del sistema inmune ocurre durante los primeros afnos de vida,
siendo los antigenos polisacaridos los que tardan mas tiempo en generar una
respuesta inmune adecuada y es hasta los 2 afnos de edad cuando el nifio
alcanza los niveles de inmunoglobulinas normales en el adulto, por ello el uso
de la vacuna de polisacaridos de neumococo se recomienda para personas =2
anos de edad, sin embargo a los 6 meses de edad puede demostrarse una
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respuesta a algunos antigenos neumocécicos polisacaridos*®, aunque
generalmente es pobre, y el LAGID también ha reportado que esta vacuna
puede ser efectiva en pacientes menores, por lo cual se incluyeron en el

analisis muestras de pacientes de = 9 meses (figura 22).

En este trabajo solo se cuantificaron los niveles séricos contra antigenos
polisacaridos como un apoyo al diagnostico de SAD pero es importante senalar
que para poder confirmar el diagnostico de SAD, también se tienen que
conocer los niveles séricos de inmunoglobulinas totales y subclases de IgG, los

cuales deben ser normales.

Para interpretar la capacidad de respuesta a la vacuna neumocdcica no
conjugada se considero que una respuesta adecuada es una concentracion de
anticuerpos 21.3ug/mL para cada serotipo después de la inmunizacién, ya que
se presume que esta concentracion de anticuerpos confiere proteccion contra
la infeccién y colonizacién de S. pneumoniae®’. Otro de los criterios utilizados
para interpretar la respuesta a antigenos PSC es el de obtener una respuesta
postinmunizacion 4 veces mayor sobre el nivel basal, no obstante altos niveles
de anticuerpos previos a la inmunizacion tienden a disminuir el incremento de
la cantidad de anticuerpos postinmunizacion® *’; teniendo en cuenta esto y con
base en nuestras observaciones, para niveles altos de preinmunizacion se
consider6 como un indicador de una respuesta inmunoldgica adecuada un
aumento de 2 veces sobre el nivel basal®®. Ademas, debido a que la
maduracién del sistema inmune depende de la edad también se considerd que
nifos menores de 5 anos deben responder a 250% de los serotipos analizados

y 270% cuando son pacientes = 6 anos.

En las muestras de preinmunizacion (figura 24) se observa que en general la
mayoria de los pacientes tuvieron niveles elevados de anticuerpos contra
varios de los serotipos analizados, esto puede deberse a infecciones
subclinicas o clinicas previas con S. pneumoniae, ya que este microorganismo
forma parte de la microflora normal de la nasofaringe (5-40% en adultos y 70-

22, 26

80% en nifios) es decir que es muy comun en la poblacion, por lo que no
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es raro encontrar concentraciones de anticuerpos por encima de los niveles

protectores.

En los cuatro grupos se detectaron bajas concentraciones de anticuerpos para
el serotipo 3, ademas en los grupos <2 anos y 218 anos también se detectaron
niveles bajos de anticuerpos para el serotipo 4 y en pacientes menores de 5
afos para el serotipo 18C, es posible que estos bajos niveles de anticuerpos se
deban a que estos serotipos no son frecuentemente aislados de las vias
respiratorias en pacientes mexicanos®. Con la muestra preinmunizacién sélo
se puede evaluar si se tienen niveles de anticuerpos protectores; para
determinar si el organismo es capaz de montar una respuesta inmunolégica
adecuada es necesario evaluar la muestra sérica después de la administracion

de la vacuna.

En las 13 muestras postinmunizacion (figura 25) se observé que para casi
todos los serotipos analizados, los pacientes mayores de 5 afios alcanzaron los
niveles protectores de anticuerpos excepto para el serotipo 3. En el grupo de
pacientes de 2 a 5 afos solo el 14% respondié adecuadamente al serotipo 3, el
43% al serotipo 4 y el 29% al serotipo 11A. Sodlo en un paciente del grupo 2-5
anos se detectaron niveles de anticuerpos protectores para un solo serotipo de
los 14 probados y un paciente >5 afos solo respondio a 3 serotipos, por lo cual
es probable que estos pacientes tengan la inmunodeficiencia especifica de

anticuerpos contra antigenos polisacaridos.

El objetivo de esta prueba es poner en evidencia la capacidad de un paciente
de montar una respuesta humoral después de haber sido expuesto a antigenos
polisacaridos de neumococo, asi que las pruebas con una sola determinacion
tienen un valor limitado. La prueba de preinmunizacion solo nos permite
establecer si el paciente esta o no protegido contra ciertos serotipos, sin
embargo debe recordarse que la proteccion depende de muchos factores,
como son: la exposicion a los microorganismos, el serotipo neumocécico, el
tipo de infeccion?®, la integridad del sistema inmune del huésped, infecciones
virales concomitantes, etc.?’, por lo que esta evaluacion podria no ser efectiva.

En la prueba de postinmunizacion el porcentaje de pacientes con
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concentraciones de anticuerpos por arriba de los niveles protectores es mayor
que los observados en las muestras de preinmunizacion, esto muy
probablemente es resultado de la respuesta a la vacuna, pero no se sabe con
certeza si hubo un aumento de los anticuerpos o si ya se tenian estos niveles
elevados y el sistema inmune no fue estimulado, por ello es recomendable
realizar dos determinaciones del mismo paciente y ver los niveles de

inmunoglobulinas antes y después del reto antigénico.

De los 48 pacientes a los que se les tom6é muestra antes y después de la
inmunizacion, solamente el 6.9% de los pacientes de 2-5 afos respondieron a
menos del 50% de los PSC analizados y sélo el 46.7% de los pacientes de 6-
17 afos y un paciente mayor de 18 afios respondié a menos del 70% de los
PSC analizados, los cuales son indicadores de SAD (tabla 10). El diagndstico
de los pacientes que no respondieron adecuadamente fue de infecciones de las
vias respiratorias superiores (IVRS), otitis recurrentes, dermatitis, neumonia y

sinusitis.

En nuestra poblacion de estudio el 20.8% resultd ser probable SAD, este
porcentaje es mayor al reportado, 5-10% de los pacientes evaluados por
presentar infecciones respiratorias recurrentes®’, esta diferencia puede deberse
a que antes el subdiagnodstico de SAD era mayor y a que la Unidad de
Investigacion de Inmunodeficiencias primarias del INP es un laboratorio de
atencion especializada en esta deficiencia, entre otras, asi que los pacientes
que son remitidos a éste son pacientes que muy probablemente tengan esta

enfermedad.

Se observd también que los pacientes de un afno de edad tuvieron niveles
protectores de anticuerpos para el 50% de los polisacaridos analizados
después de recibir la vacuna polisacarida no conjugada, por lo que es posible
demostrar una respuesta a algunos antigenos neumocoécicos en pacientes
menores de dos afos, aunque no debe descartarse que la respuesta
inadecuada a estos antigenos en nifios menores de dos afos pueda deberse a
una maduracién incompleta del sistema inmune. También algunos nifios

menores de 5 anos podrian cursan con formas ftransitorias de la
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inmunodeficiencia debido a un retraso en la maduracion del sistema inmune,
por lo que es importante reevaluarlos cuando son mayores para saber si la

deficiencia sigue presente.

Que los pacientes tengan titulos de anticuerpos protectores no garantiza que
no puedan enfermarse, ya que esta defensa no depende sélo de la cantidad de
inmunoglobulinas sino que también de su correcto funcionamiento. La funcion
de los anticuerpos puede ser evaluada con el ensayo de opsonofagocitosis, no
obstante esta prueba es complicada y costosa, por o que no se realiza
comunmente y también porque uno de los parametros que han permitido saber
si esta prueba es funcional es el de la relacion con la clinica del paciente.
Segun el resultado de la prueba se decide cual es el mejor tratamiento para
cada paciente y al darle seguimiento se ha observado que existe una buena

correlacion y mejoramiento de la calidad de vida de los mismos.
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. CONCLUSIONES

La concentracién éptima de recubrimiento para los PSC 1, 3, 4, 19A y 23F
fue de 6 pug/ml, para los PSC 5, 6B, 8, 9V, 19F de 8 ug/ml, para el PSC 18C
de 4 uyg/mly 8 ug/mly para los PSC 6A, 11Ay 14 de 10 ug/ml.

La solucion optima de recubrimiento depende del serotipo neumococico y

del protocolo utilizado.

El desempeino de la prueba se vio considerablemente disminuido en
presencia de azida de sodio al 0.01% y 0.02%, por lo que no es viable

usarla como conservador a estas concentraciones.

En el presente trabajo se encontré que el 20.8% de los pacientes evaluados
antes y después de la inmunizacion con la vacuna polisacarida, resultaron

ser casos de probable SAD.
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