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& INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un grupo de trastornos de origen genético
del SI; originados por defectos en el desarrollo, maduraciéon o funcién de las células del sistema
inmune. Los pacientes con IDP tienen mayor susceptibilidad a infecciones que suelen ser

recurrentes y dificiles de erradicar .

La clasificacion de las IDP se basa en el defecto inmunoldgico, siendo las caracteristicas clinicas y
las pruebas de laboratorio fundamentales para establecer la clasificacién. Dentro de las IDP, las

deficiencias de anticuerpos representan el 57% de las inmunodeficiencias registradas 2.

La deficiencia especifica de anticuerpos contra antigenos polisacaridos se conoce clinicamente
como deficiencia especifica de anticuerpos (SAD, del inglés specific antibody deficiency) y se
define como una respuesta inadecuada de anticuerpos contra antigenos de tipo polisacaridos

tras la administracidn de una vacuna no conjugada de polisacaridos de neumococo (VNCPn) 3.

La evaluacion de esta respuesta consiste en aplicar al paciente la VNCPn y realizar la
cuantificacion de anticuerpos de clase IgG contra 14 antigenos polisacaridos. Un mes después de
la aplicacién de la vacuna es necesario cuantificar nuevamente las concentraciones de
anticuerpos. Se comparan los valores de concentracién de anticuerpos antes y después de la
vacunacion segun la edad del paciente, si el paciente es menor de cinco afios de edad y los
resultados de cuantificacion de anticuerpos son menores al valor de corte en el 50% de los
serotipos analizados se hace el diagndstico de SAD; y para el caso de los pacientes mayores de
cinco afos de edad se hace el diagndstico de SAD cuando los resultados de cuantificacion de

anticuerpos son menores al valor de corte en el 70% de los serotipos analizados.

Clinicamente, SAD se caracteriza porque los pacientes tienen infecciones recurrentes del tracto

respiratorio superior o inferior como otitis, sinusitis, bronquitis o neumonia.




Una caracteristica importante en las respuestas protectoras, ademas de una respuesta adecuada
de anticuerpos contra su antigeno especifico, es la fuerza de unién entre ellos. La avidez indica
esta fuerza entre todos los sitios de unién del anticuerpo con el antigeno. Una de las ventajas de
las vacunas conjugadas de polisacaridos con las vacunas no conjugadas, es su capacidad de

producir anticuerpos de avidez mdas alta con un aumento de la actividad funcional 4.

Asi, la administracién de las dosis recomendadas en el esquema de vacunacién de la vacuna
conjugada contra neumococo (VCPn) y de la VNCPn para el diagndstico de SAD, ha permitido
estudiar la capacidad de sintesis de anticuerpos de clase IgG contra antigenos polisacaridos, asi

como determinar su indice de avidez.

En este trabajo se recopilaron datos de 34 pacientes pedidtricos con sospecha de SAD del
Instituto Nacional de Pediatria, los datos incluian las manifestaciones clinicas, edad, sexo y
numero de VCPn que habian recibido al momento del estudio de acuerdo al esquema nacional
de vacunacién. En todos los casos se realizd la cuantificacidon de anticuerpos contra antigenos
polisacaridos de neumococo para apoyar en el diagndstico de SAD y se realizé la determinacién

del indice de avidez para identificar a los pacientes con anticuerpos de alta avidez.

Se identificaron 10 pacientes con SAD, de los cuales ninguno contaba con el esquema de
vacunacion completo. De los 10 pacientes, el 90% de ellos tenian mas de 5 afnos de edad y el 60%
eran de sexo masculino. Respecto a las principales manifestaciones clinicas encontradas en los
pacientes con SAD fueron las infecciones de vias respiratorias superiores con 55%, seguida de

neumonia y sinusitis con el 18% y 9% respectivamente.

El indice de avidez en los pacientes con SAD tras la administracién de la vacuna tuvo un
incremento en todos los serotipos evaluados, sin embargo, ningun indice fue mayor a 0.5 lo que
indico que eran anticuerpos de avidez baja. En contraste con los pacientes sin SAD, en los que se
encontraron indices de avidez mayores a 0.5 en 11 de los serotipos evaluados tras la

administracion de la vacuna, indicando que sus anticuerpos eran de avidez alta.

Es importante resaltar que se identificé un caso en el grupo de los pacientes que no fueron

diagnosticados con SAD que no habia recibido ninguna dosis de la VCPn y en el que el IA estuvo




por debajo de 0.5 en la mayoria de los serotipos analizados a pesar de haber obtenido una buena

respuesta de anticuerpos tras la administracién de la VNCPn.

Los pacientes que fueron diagnosticados sin SAD y que tenian su esquema de vacunacion
completo (3 dosis de VCPn) fueron los que tuvieron un IA mayor o igual a 0.5, lo que indicé que

sus anticuerpos eran de avidez alta en todos los serotipos evaluados.
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SISTEMA INMUNOLOGICO

El Sl es el responsable de la defensa del individuo ante cualquier agresidén por patdgenos, asi
como el responsable de mantener la integridad y homeostasis del organismo. Por medio de una
serie de procesos se combaten y destruyen organismos infecciosos invasores antes de que
causen dano. Cuando el sistema inmunoldgico estad funcionando adecuadamente confiere una
proteccién adecuada contra infecciones y enfermedades, sin embargo, cuando se presenta una
falla, el organismo tiene problemas para combatir a los agentes patdgenos y por ende se tiene

una mala proteccidn frente a las enfermedades °.

Funcion y células que lo integran

El SI tiene una dualidad funcional, una funcidn defensiva frente a los agentes extrafios y una

funcidn de tolerancia frente a lo propio (tolerancia necesaria para evitar la autoinmunidad) ©.

La funcién defensiva frente a los agentes extrafios es importante ya que el organismo esta
expuesto constantemente con una gran variedad de microorganismos infecciosos (bacterias,
virus, parasitos, hongos). Las infecciones bacterianas del tracto respiratorio son causadas con
mayor frecuencia por Streptococcus pneumoniae (neumococo) y son de gran importancia ya que

ocasionan infecciones en garganta, otitis, meningitis, neumonia, entre otras ’.

Para combatir estos microorganismos, el SI monta una respuesta inmunolégica en donde acttan

células leucocitarias de origen mieloide y de origen linfoide con caracteristicas especificas.

Las células de origen mieloide comprenden a los granulocitos (neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos)

y a los monocitos/macrdéfagos. Son producidas por un proceso llamado mielopoyesis que tiene
lugar en la medula ésea, que a partir de una célula troncal hematopoyética (CTH) da origen a los
progenitores mieloides comunes que subsecuentemente se pueden diferenciar a progenitores

mas especificos como los progenitores granulo-monociticos, y a través de una serie de eventos




en donde grupos alternados de genes en asociacidon con diversos factores de crecimiento

determinan el tipo de célula al que se diferenciara finalmente 8.

Las células de origen linfoide comprenden a los linfocitos B, linfocitos T y células NK. Son

producidas por un proceso llamado linfopoyesis que al igual que la mielopoyesis es un proceso
determinado por combinaciones de factores intrinsecos y microambientales que guian la
diferenciacién de progenitores linfoides a partir de las CTH, sin embargo, a diferencia de la
mielopoyesis, en la linfopoyesis los linfocitos maduran en los 6rganos linfoides primarios (medula
6sea y timo) y adquieren caracteristicas que les permiten responder ante un antigeno extrafio,
en este sitio las células que actian contra estructuras moleculares propias son eliminadas y
sobreviven Unicamente las que no lo hacen, a esto se le conoce como tolerancia central °. En los
organos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfaticos, placas de Peyer, tejido linfoide asociado
a mucosas intestinal y bronquial: MALT por sus siglas en inglés) se lleva a cabo la activacién de
los linfocitos maduros, a través de la presentacion o el contacto con el antigeno dando inicio a la
respuesta inmune adaptativa con la posterior proliferacién clonal y la generacién de células de

memoria.

El Sl también cuenta con moléculas proteicas solubles en los liquidos corporales que ayudan a
combatir agentes patégenos *° (Tabla 1).

Tabla 1. Moléculas solubles del sistema inmunolégico y su funcién principal

PROTEINA FUNCION

Inmunoglobulinas Neutralizar toxinas, aglutinar o agregar microorganismos,
opsonizar a las bacterias, activar la secuencia del complemento

(IgM, IgG, IgA, IgD, IgE) para actividad bacteriolitica .

Quimiotaxis de neutréfilos y macroéfagos.
Actividad citolitica.

Proteinas del Son proteinas plasmaticas capaces de ser activadas por la via

Complemento alterna, por determinadas estructuras microbianas, que una
vez que entran en accién adquieren actividad enzimatica,
provocan la lisis de los microorganismos y liberan los péptidos
que contribuyen a facilitar la fagocitosis, estimular Ia
quimiotaxis y propiciar la inflamacién 2.




Citocinas Participan en la diferenciacion y maduracion celular.

Regulan las respuestas inmunes mediante activacion celular

Respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa

El SI actua para combatir a los agentes patdgenos a los que estamos constantemente
expuestos mediante la respuesta inmune innata y adaptativa. Si bien ambos tipos de respuesta
comparten la misma funcién bioldgica, los mecanismos que emplean cada una de ellas difieren

en algunos aspectos °.

La respuesta inmune innata (RIl) se caracteriza por ser una respuesta inmediata (Figura 1), ya
gue no requiere de mecanismos como presentacion de antigeno o expansién clonan, actua
contra cualquier agente nocivo, es capaz de reconocer estructuras moleculares que comparten
los microorganismos, estas estructuras son conocidas como “PAMPs”, para ello utiliza receptores
proteicos llamados “PRR”, los cuales, se encuentran en varios tipos celulares como lo son
macrofagos, neutroéfilos, células cebadas, células dendriticas y células NK; estos PRR pueden estar

localizados en la superficie celular o el endosoma '3

. En un proceso infeccioso todos los
componentes del microorganismo invasor son susceptibles de ser reconocidos por los PRR por lo
que se confiere una ventaja al organismo, pues con un nimero pequefio de receptores se puede
proteger frente una gran cantidad de microorganismos patogenos. Sin embargo, una desventaja
es que la respuesta inmune innata no varia la intensidad de la respuesta y aunque se repita la

exposicidn a dicho agente patégeno no crea memoria inmunoldgica 4.

En contraste, la respuesta inmune adaptativa (RIA) es capaz de reconocer en forma especifica
una amplia gama de moléculas extraias relacionadas o no con agentes microbianos. La estrategia
utilizada en la inmunidad adaptativa para el reconocimiento de dichas moléculas es a través de
una inmensa cantidad de receptores especificos para cada antigeno, estos receptores los
generan los linfocitos Ty B, y son el producto de reordenamientos genéticos complejos, por esto
la RIA tiene la capacidad de generar un repertorio extremadamente amplio °. La RIA requiere de

varios dias para que los linfocitos T y B reconozcan a los antigenos, se activen, diferencien y se




conviertan en células efectoras o de memoria (Figura 1); ademas es especifica para el antigenoy
reacciona solamente contra el organismo que indujo la respuesta. Finalmente, la RIA posee
memoria inmunolégica, es decir, recuerda que previamente se ha encontrado con un agente
patdgeno y reacciona de manera mas rdpida y eficiente a exposiciones subsecuentes contra el

mismo antigeno ®

Mncroorganlsmo

% [imncad ovata | [iorinided sdepaiva |

Anticuerpos

s [ Luntocltos B

arreras

| | epiteliales

; @ C | Linfocitos T Linfocitos T
} Fagocitos efectores

-4
Q

Linfocitos NK | "K %

LComplemenlo
[ Horas /,_ 2 ok _’ T —— o]
0 6 12 1 3 5

Tiempo después de la infeccion sl

Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa. Recuperado de Abbas, 62 edicién.

Respuesta inmune celular y humoral

La respuesta inmune innata y adaptativa a su vez estan integradas por una respuesta inmune

celular y humoral.

En la RIl la respuesta inmune celular implica la participacién de células fagociticas como
leucocitos polimorfonucleares, monocitos circulantes y macréfagos fijos en los tejidos. La

respuesta inmune humoral esta integrada por el sistema de complemento, interferon, TNF 17,

La RIA se desarrolla mediante la respuesta inmune celular donde los linfocitos T son las células
fundamentales, y, la respuesta inmune humoral donde los linfocitos B juegan un papel
preponderante ya que se diferencian a células plasmdticas y son las células efectoras para la
produccidn de anticuerpos. Estas dos respuestas comienzan con la activacidn de los linfocitos en
los érganos periféricos, causada por la célula presentadora de antigeno, que alcanza a estos
6rganos a través de la circulacién linfatica y desencadena las fases de reconocimiento, activacion

y efectora 141819,




1. Fase de reconocimiento: la respuesta inmune adaptativa se inicia en los nédulos linfaticos
que drenan el sitio de infeccion, cuando las células T naive encuentran su antigeno especifico. La
presentacién de antigeno esta mediada por las moléculas MCH de clase | y I, que se encuentran
en las células presentadoras de antigeno (APC). Ambas moléculas tienen una funcién similar, la
de presentar pequeiios péptidos en la superficie para que sean reconocidos por linfocitos TCD8+
(citotdxicos) o TCD4+ (cooperadores) respectivamente. La diferencia radica en la procedencia del

péptido: enddgena o intracelular para MHC clase |; y exdgena o extracelular para MCH clase 11 14,

2. Fase de activacion: en esta fase los linfocitos T se activan tras el reconocimiento especifico
del antigeno, y se producen dos cambios principales: proliferacién y diferenciacién linfocitaria a
células efectoras. Los linfocitos T activados pueden tener dos destinos; migrar hacia el sitio de
inflamacidn dirigidas por citocinas, donde realizan la actividad efectora de la inmunidad celular;
o permanecer en el organo linfatico para participar en la inmunidad humoral activando a los
linfocitos B antigeno especifico. El tipo de respuesta que se genere estara determinado en gran
parte por el ambiente de citocinas generadas desde la inmunidad innata y durante la
presentacién antigénica, esto determinard la expansion de células Thl o Th2 (dirigidos a

respuesta celular o humoral respectivamente) 2°.

El linfocito T CD4+ activa al linfocito B al liberar citocinas para la proliferacién de las células B
antigeno especifico y su diferenciacion a células B de memoria o células plasmaticas (células B
efectoras). Las células de memoria permiten poder actuar de formas mds rapida en futuros

ataques frente al mismo antigeno.

3. Fase efectora: las células B efectoras sintetizan anticuerpos especificos contra el antigeno
reconocido. Los anticuerpos al unirse al antigeno, pueden tener efectos como la neutralizacion
de toxinas o de virus, la opsonizacidon de bacterias que son recubiertas por anticuerpos para
facilitar la fagocitosis, o la activacion del sistema del complemento para erradicar al agente
patdégeno. Las células T efectoras son los linfocitos activadores de macréfagos vy linfocitos T

CD8+20,
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ANTIGENOS Y ANTICUERPOS

Definicion de antigeno y caracteristicas de inmunogenicidad

Los antigenos son moléculas susceptibles a ser reconocidas por el sistema inmunoldgico,
existen moléculas denominadas haptenos que por si solas no son capaces de generar una

respuesta inmune 2%,

No todos los antigenos son inmundgenos, la inmunogenicidad estd asociada a un conjunto de
condiciones que son necesarias para que un antigeno estimule la respuesta del sistema
inmunolégico y depende de la naturaleza quimica y complejidad del antigeno, peso molecular,
solubilidad, via de penetracidn y uso de adyuvantes ?2. La inmunogenicidad aumenta cuando el
antigeno es una molécula de peso molecular generalmente mayor a 100 kDa y de gran

complejidad quimica (presencia de mas de un aminodcido aromatico) 23.

Cuando un antigeno tiene multiples determinantes antigénicos (epitopos) se dice que es un
antigeno polivalente o multivalente. La mayoria de las proteinas globulares no son antigenos
multivalentes, en cambio, en el caso de los polisacaridos y acidos nucleicos al tener muchos

epitopos idénticos espaciados regularmente se dice que son antigenos polivalentes.

Clasificacion de antigenos por su naturaleza quimica y dependencia de células T

Los antigenos pueden ser clasificados de acuerdo a su naturaleza quimica o a su

dependencia de células T para generar anticuerpos.

Los antigenos generalmente son de naturaleza peptidica, sin embargo, también son de tipo
lipopolisacaridos, glucoproteinas y acidos nucleicos. Las proteinas son los inmundgenos mas
potentes, seguidos por los polisacdridos; los lipidos y acidos nucleicos, estos ultimos debido a su

baja complejidad estructural son poco inmunogénicos 4.

Segun la capacidad de un antigeno para estimular directamente la produccidn de anticuerpos sin
la ayuda de células T se pueden clasificar en antigenos T-independientes o antigenos T-

dependientes 2°.
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Los antigenos T dependientes son los que requieren de la participacién de los linfocitos T

cooperadores (T CD4+) que liberan citocinas que inducen proliferacion y diferenciacion en los
linfocitos B que generan la produccién de anticuerpos especificos. La mayoria de los antigenos,
sobre todo los de naturaleza proteica pertenecen a este tipo de antigenos T dependientes. La
respuesta humoral a este tipo de antigenos con la coestimulacién por parte de los linfocitos T
CDA4+ se caracteriza por inducir cambio de isotipo de las inmunoglobulinas de clase IgM a IgG y

crear memoria inmunolégica 2°.

Los antigenos T independientes son capaces de estimular a los linfocitos B directamente para

produccidon de anticuerpos sin la ayuda de los linfocitos T cooperadores. Estos antigenos se
localizan frecuentemente en la zona marginal de ganglios linfaticos y bazo donde son reconocidos
por linfocitos B. Generalmente estos antigenos T independientes estdn compuestos de multiples
subunidades repetidas, como es el caso de polisacaridos bacterianos capsulares de Streptoccocus
pneumoniae®” y Haemophilus influenzae entre otros. Estos antigenos por lo general son mds
resistentes a la degradacion, de tal manera que persisten por periodos mas largos de tiempo

estimulando continuamente al Sl pero son inmundgenos débiles en nifios menores de dos afios.

La inmunogenicidad de los antigenos T independientes se incrementa al transformarlos en
antigenos T dependientes acoplando el antigeno a un acarreador o transportador proteico. Esta
estrategia se utiliza en la fabricacidn de vacunas conjugadas, como la vacuna contra
Streptoccocus pneumoniae donde el polisacarido de importancia para la inmunizacién (T-

independiente) se acopla a un acarreador proteico (T-dependiente) 28,

Hay dos clases de antigenos T-independientes que estan representados principalmente por

antigenos polisacéaridos capsulares de varios microorganismos 2°,

Antigenos T-independientes de clase 1, a altas concentraciones induce una activacion policlonal

de linfocitos B maduros e inmaduros independientemente de su especificidad. Generan una
respuesta rapida, no generan memoria y son de caracter transitorio 2°. Las inmunoglobulinas

predominantes son IgM e IgGs.

Antigenos T-independientes de clase 2, son moléculas de alto peso molecular y con epitopos

repetidos, inducen una respuesta especifica por mecanismos de entrecruzamiento con el BCR. La
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inmunoglobulina de superficie al unirse con epitopos repetidos activa a los linfocitos B maduros
para su proliferacion y secrecidon de IgM. Es importante seiialar que la respuesta a este tipo de
antigenos tampoco genera memoria; y que los antigenos polisacdridos pertenecen a esta clase

de antigenos T-independientes 3.

Respuesta inmune humoral a antigenos T-dependientes y T-independientes

La respuesta inmune humoral primaria es la que se desarrolla tras la exposicidn por primera
vez frente a un antigeno y la respuesta secundaria se desarrolla tras exposiciones posteriores al

mismo antigeno.

La respuesta primaria se produce fundamentalmente en los ganglios linfaticos y en el bazo.
Durante esta respuesta, se producen linfocitos de memoria que recordaran la estructura del
antigeno para posibles infecciones futuras. La respuesta secundaria se produce
fundamentalmente en la médula dsea, seguida del bazo y ganglios linfaticos, es mas rapida, mas
intensa, especifica y tienen mayor duracion, lo que pone de manifiesto la existencia de una

memoria inmunoldgica 3.

La respuesta _inmune humoral a antigenos T-dependientes se caracteriza por tener una

concentracion de IgM similar en la respuesta primaria como en la secundaria, pero la
concentracién de IgG es mas alta en ésta uUltima y se conserva durante mds tiempo. Se crea

memoria inmunoldgica 3233,

La respuesta inmune humoral a antigenos T-independiente se manifiesta por la induccién de

anticuerpos de tipo IgM (Figura 2) y, en menor frecuencia IgG, y no presenta capacidad para
inducir memoria inmunoldgica, por lo que el patrén de respuesta es igual tanto para la respuesta

primaria como para la secundaria .
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Concentracién de inmunoglobulinas

g

RESPUESTA PRIMARIA
y SECUNDARIA
FREMNTE ANTIGENDS
TOEPENDIENTES

/N6

i

RESPUESTA PRIMARIA
y SECUNDARIA
FRENTE AMTIGENDS
TINDEPENDIEMTES

ncentracion de inmunoglobulinas

1 r . B
Rezpuesta primeria Respuesia secundaria O

Rezpuessta primeria Respussis secundaria

Figura 2. Niveles de inmunoglobulinas en la respuesta humoral frente antigenos T-dependientesy T-
independientes, Recuperado de Cursos de Inmunologia 2009:
http://apps.sanidadanimal.info/cursos/inmunologia/ca071.htm

INMUNOGLOBULINAS/ANTICUERPOS

Definicidn, estructura y clases de inmunoglobulinas

soluble denominadas anticuerpos.

Las inmunoglobulinas pueden actuar asociadas en la membrana de las células B, o en forma

Las inmunoglobulinas son proteinas heterodiméricas

formadas por cuatro cadenas unidas por puentes disulfuro, dos de ellas idénticas entre si son

cadenas ligeras (25 kDa) y las dos restantes son cadenas pesadas (50 kDa) de igual manera

idénticas entre si pero que contienen una pequefia regién flexible que funciona como bisagra

para variar la distancia entre los brazos de las inmunoglobulinas en presencia de un antigeno

(Figura 3). Las cadenas pesadas cuentan con una regién constante (Fc) la cual determina las

funciones efectoras para que el antigeno sea removido del organismo, ademas cuentan con una

regién variable que, junto con la regidn variable de las cadenas ligeras, forma un dominio de

reconocimiento especifico y de unién con el antigeno (Fab) 3*
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—— Sitio de unidn con el antigeno

Fragmento F(ab'), Fragmento Fab

»

P Cadenas ligeras ] Cadenas pesadas

Figura 3. Estructura de un anticuerpo. Recuperada de: Schroeder HW, 2010.

Hay 5 clases de los dominios constantes de la cadena pesada (y,a,.9,€). Cada clase de estos

dominios define los isotipos de las inmunoglobulinas: I1gG, IgA, I1gM, IgD, IgE 336,

La IgG es un monémero de la unidad basica de inmunoglobulina, es la de mayor concentracion
en el plasma sanguineo (aproximadamente el 70%). Esta inmunoglobulina se divide en 4
subclases 1gG1, 18G5, 1gGs e 1gG4 cada una con diferentes propiedades bioldgicas. Por ejemplo, las
subclases IgG; e 1gGs son anticuerpos que reconocen antigenos dependientes de células T, tales
como la toxina diftérica y tetanica. En contraste, los anticuerpos predominantemente de tipo
IgG2 reconocen antigenos polisacaridos contra la capsula de polisacaridos de algunas bacterias
como neumococo ¥’. Los anticuerpos contra antigenos alérgeno-especificos son principalmente

de tipo 1gG4 8.

La IgA es un dimero, esta en baja concentracion sérica y predomina en secreciones como la leche,
saliva, lagrimas, sudor, etc. Se divide en dos subclases IgA1 e IgA;,. La IgM es un pentamero, por
lo que tiene la valencia mas alta respecto a las demds inmunoglobulinas. La IgD e IgE son
mondmeros que estdn en muy baja concentracién en el plasma sanguineo (0.2-0.4%), sin

embargo, la IgE aumenta de manera significativa en procesos de alergia o parasitosis 3°.
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Interaccién antigeno-anticuerpo

La unién entre antigeno y anticuerpo estd dada por complementariedad espacial y por
uniones no covalentes como puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas, fuerzas
electrostaticas y fuerzas de Van der Waals; la porcién del antigeno a la que se une la

inmunoglobulina se denomina determinante antigénico o epitopo 4°.

Las reacciones antigeno-anticuerpo se distinguen en dos fases, la primera consiste en la union
del antigeno con el anticuerpo para formar los complejos inmunes primarios solubles, este
proceso depende de la afinidad y concentracion del anticuerpo y no depende de factores como
pH y temperatura. La segunda fase consiste en las manifestaciones que resultan de dicha unién;
en esta fase se da la agregacion de los complejos inmunes formados en la primera fase, y ademas
de la concentracién de antigeno y anticuerpo, este proceso depende de la temperatura, pH y
fuerza idnica; las principales manifestaciones de esta segunda fase son: la aglutinacion,

precipitacion, neutralizacién, entre otros **.

Hay que destacar que la reaccion antigeno-anticuerpo se caracteriza por ser una interaccidon

especifica, rapida, espontanea y reversible %2.

ESPECIFICA: Ya que los anticuerpos tienen la capacidad de distinguir entre dos antigenos de
estructura similar.

RAPIDA: Pues la velocidad en la que ocurre es del orden de segundos.

ESPONTANEA: Ya que no se requiere de energia ni catalizadores para que se lleva a cabo esta
union.

REVERSIBLE: Pues la union se puede disociar con factores fisicos o quimicos tales como la
temperatura, el pH o por sustancias desestabilizadoras como por ejemplo la urea, la cual es una
sustancia que disocia la uniéon antigeno-anticuerpo desestabilizando las interacciones no

covalentes de dicha unidn.
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Afinidad y avidez de un anticuerpo

La afinidad describe la fuerza de unidn entre un Unico sitio de reconocimiento del

anticuerpo con un Unico epitopo de un antigeno %3.

Los anticuerpos son proteinas que desarrollan una superficie complementaria a la forma que
tienen los antigenos para unirse a ellos y neutralizarlos. Durante la respuesta inmunoldgica, esa
forma va cambiando, de tal manera que puedan adaptarse cada vez mas a la forma de un
antigeno particular. A ese proceso se lo denomina maduracidn de la afinidad de los anticuerpos
y resulta de la hipermutacién somatica en los genes de las inmunoglobulinas, seguida por una

supervivencia selectiva de células B productoras de anticuerpos con alta afinidad 4.

La hipermutacién somatica es un proceso que esta restringido a las células B en los centros
germinales, implica mutaciones puntuales e individuales que cambian un Unico aminoacido en
las regiones V de los genes reordenados de las cadenas pesadas y ligeras, con una tasa muy
elevada. Aquellas células B que produzcan anticuerpo con estructuras en el dominio V que se
unan con mayor afinidad se convertirdn en las células predominantes para exposiciones
posteriores al antigeno, a este proceso se le llama seleccion clonal; este mecanismo genera

anticuerpos de mayor afinidad a medida que progresa la respuesta inmune humoral 22.

Debido a la regidn bisagra de los anticuerpos que les da flexibilidad, un Unico anticuerpo puede
conectar a un solo antigeno multivalente en mas de un sitio de unién. Antigenos multivalentes
tendran mas de una copia de un determinante antigénico particular, la afinidad de cualquier sitio
de unioén al antigeno serd el mismo para cada epitopo de un antigeno multivalente, sin embargo,
la fuerza total de unién del anticuerpo con el antigeno, debe tener en cuenta la unién de todos

los sitios del anticuerpo (Fab) con los epitopos disponibles, a esta fuerza se le llama avidez 22

La avidez de un anticuerpo indica la fuerza total de la interaccidon multivalente entre el anticuerpo
y su antigeno, por lo tanto, una IgM pentamérica con diez sitios de unidn al antigeno tiene mayor

avidez que una IgG dimérica con solo dos sitios de unidon al mismo antigeno .

La avidez es una caracteristica importante de las respuestas inmunes protectoras. De hecho, una
de las ventajas de las vacunas conjugadas de polisacdridos con las no conjugadas es su capacidad

de producir anticuerpos de mas alta avidez con un aumento de la actividad funcional. Asi los
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métodos que miden la avidez son herramientas Utiles en la evaluacién de las respuestas inmunes

producidas por vacunas conjugadas de polisacaridos “°.

Un método comun y eficiente para evaluar la avidez de un anticuerpo contra un antigeno
especifico es un inmunoensayo ELISA de avidez, el cual estd basado en la disociacién de
complejos antigeno-anticuerpo utilizando un agente desestabilizador de las interacciones no
covalentes de dicha union. Los agentes mas utilizados son el tiocianato de sodio y la urea. Al
utilizar estos agentes, se disocia facilmente la union de los anticuerpos que poseen baja avidez
por su antigeno, mientras que los anticuerpos con alta avidez no seran disociados y

permaneceran unidos a su antigeno especifico #’.

El indice de avidez (lA) es la proporcién de anticuerpos que permanecieron unidos al antigeno
especifico después del tratamiento con el agente desestabilizador. Cuando el IA de IgG especifica
para antigenos polisacaridos de neumococo es menor a 0.40 se dice que los anticuerpos son de
baja avidez, si el IA se encuentra entre 0.40 y 0.49 los anticuerpos seran de avidez intermedia y

cuando el IA es mayor o igual a 0.50 se dice que los anticuerpos tienen avidez alta *.

El IA se calcula mediante la siguiente formula:

Titulo de anticuerpos tratados con urea

" Titulo de anticuerpos tratados sin urea
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INMUNODEFICIENCIAS

Las inmunodeficiencias son un grupo de enfermedades en donde existen defectos en uno
6 mas componentes del sistema inmune, teniendo como consecuencias alteraciones en el

funcionamiento del SI que puede conducir a trastornos graves y a menudo mortales #°.

Estas enfermedades estan clasificadas en dos grupos. Las congénitas o inmunodeficiencias
primarias son defectos congénitos que resultan en un aumento de la susceptibilidad del individuo
a las infecciones que se manifiestan con frecuencia en la lactancia y la infancia, pero pueden ser
detectadas en individuos mayores. Y las adquiridas o inmunodeficiencias secundarias se
desarrollan como consecuencias de factores como la desnutricion, el cancer, farmacos

inmunosupresores o tras la infeccidn por agentes virales °°.

Inmunodeficiencias primarias

Las Inmunodeficiencias primarias (IDP) son trastornos de origen genético en las que existe
una alteracidon cuantitativa y/o funcional de los diferentes mecanismos implicados en la
respuesta inmunoldgica. Reflejan anormalidades en el desarrollo, maduracién o funcién de las
células del SI. Los pacientes con IDP tienen mayor riesgo de infecciones, alergias, enfermedades
autoinmunes y neoplasias®!. Se conoce el defecto molecular en la mayoria de ellas, aunque se
siguen describiendo nuevos genes cuyas mutaciones originan inmunodeficiencia primaria, y
nuevos fenotipos clinicos. Los avances en el conocimiento de los defectos moleculares y
genéticos de las IDP han contribuido a una clasificacion mas completa, donde actualmente se

reportan mas de 200 IDP, siguiendo en aumento el nimero de éstas °2.

Las IDP afectan principalmente a hombres, aunque no es extrafio encontrar a mujeres que

presenten una IDP >3,

Para establecer el diagndstico de certeza de una IDP, se necesitan factores tales como una buena

historia clinica y contar con un laboratorio de diagndstico especializado >%.
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Los pacientes con IDP suelen tener una mayor susceptibilidad a infecciones por microorganismos
patdgenos incluso por microorganismos de la microbiota normal; dichas infecciones suelen ser
recurrentes y dificiles de erradicar °°. La mayoria de los pacientes con IDP presentan una o mas
de los siguientes patrones clinicos: retraso en el desarrollo, abscesos en higado, pulmén o hueso;

infecciones recurrentes por el mismo agente, enfermedad autoinmune o inflamatoria crénica >®.

El desconocimiento de las IDP lleva frecuentemente a un mal diagnostico o a un retraso en el
mismo, lo que tiene impacto en el entorno social y econdmico del paciente, mismos que se
pueden evitar realizando el diagndstico temprano y ofreciendo el tratamiento oportuno, lo que

mejora la calidad de vida de los pacientes afectados y sus familias.

La clasificacion de las IDP se basa en el defecto inmunoldgico, siendo las caracteristicas clinicas y

las pruebas de laboratorio fundamentales para establecer la clasificacion.

El grupo mas comun de inmunodeficiencias primarias es la deficiencia de anticuerpos, seguidas
por las inmunodeficiencias asociadas a defectos del fagocito, las deficiencias de células T, las
deficiencias por defectos del complemento, entre otras, con un 57%, 9%, 7% y 4%

respectivamente >’.

Las deficiencias de anticuerpos se caracterizan por la incapacidad de producir respuestas con
inmunoglobulinas clinicamente efectivas. La consecuencia comun final es la incapacidad de
producir inmunidad humoral efectiva frente a patégenos invasores. Se pueden presentar en
pacientes que tengan una reduccidn grave de todas las clases de inmunoglobulinas séricas y
ausencia total de células B, o en pacientes que Unicamente tienen deficiencia de anticuerpos

contra un antigeno en especifico, pero con el resto de las inmunoglobulinas séricas normales.

Se debe investigar la posibilidad de deficiencias primarias de anticuerpos en pacientes de
cualquier edad con infecciones recurrentes (sobre todo en el tracto respiratorio inferior y
superior), aquellos con infecciones en mas de un sitio anatdomico y aquellos con infecciones de

una frecuencia o gravedad inusuales °8.
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Inmunodeficiencia especifica de anticuerpos contra antigenos polisacaridos
Definicion y manifestaciones clinicas

La deficiencia de anticuerpos contra antigenos polisacdridos se conoce clinicamente como
deficiencia especifica de anticuerpos (SAD, del inglés specific antibody deficiency) y se define
como un problema en la respuesta de inmunoglobulinas (IgG) contra antigenos de tipo
polisacaridos tras la administraciéon de una vacuna de polisacédridos neumocdcica no conjugada®®
(VNCPn). Hasta el momento su patogenia es desconocida, sin embargo, debido a que la capacidad
para generar anticuerpos contra antigenos polisacdridos es mas tardia en la infancia en
comparacion con los antigenos proteicos, se ha propuesto, que esta inmunodeficiencia especifica
de anticuerpos se debe a un proceso de maduracién retardado o anormal de las células B de la
zona marginal esplénica, pues los antigenos polisacaridos son concentrados y reconocidos por
las células B en esta zona. Por lo que el desarrollo de estos anticuerpos contra antigenos

polisacaridos es dependiente de la edad ©°.

La capacidad de respuesta a los antigenos polisacaridos empieza a madurar a los 2 afios de vida,
antes de esta edad lo comun es observar respuestas deficientes a estos antigenos ya que el SI

todavia es inmaduro y no se logra una respuesta eficaz 662,

Clinicamente esta inmunodeficiencia se caracteriza por que los pacientes tienen infecciones
recurrentes del tracto respiratorio superior y/o inferior tales como otitis, sinusitis, bronquitis y

neumonias. Algunos pacientes también pueden presentar asma, dermatitis y/o alergia.

Otra caracteristica importante de esta inmunodeficiencia es que, en la mayoria de los casos, los
pacientes no presentan alteraciones en los estudios de laboratorio, destacando niveles normales
de inmunoglobulinas y las subclases de las mismas, con una respuesta normal a antigenos
proteicos, pero con una disminucién en la capacidad de respuesta frente a los antigenos

polisacaridos 3.

SAD se presenta en poblacidon pediatrica generalmente entre los 2 y los 7 afios de edad; se estima

que el 60% de los pacientes afectados son varones.
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Desde 1980, se han descrito pacientes con niveles normales de inmunoglobulinas que pueden

presentar una deficiencia en la sintesis de anticuerpos para antigenos polisacaridos.

Infecciones neumocdcicas

La infeccion recurrente constituye una causa frecuente de enfermedad, incapacidad vy
muerte para algunos individuos. Normalmente las infecciones recurrentes de vias respiratorias
gue tienen los pacientes con SAD son de tipo bacterianas causados por agentes encapsulados
como es el caso de neumococo. Las infecciones neumocécicas son causadas por los diferentes

serotipos de esta bacteria y se presentan con frecuencia en poblacion pediatrica y geridtrica 4.

Neumococo forma parte de la microbiota normal de la nasofaringe, sin embargo, puede causar
enfermedades graves en algunos individuos; epidemiolégicamente, es la bacteria que se aisla con
mayor frecuencia en pacientes con infecciones bacterianas de vias respiratorias superiores, asi
como en otitis, neumonias y meningitis ¢ . Cuando neumococo adquiere la cdpsula de
polisacaridos se vuelve patdgena, ya que ésta estructura protege a la bacteria de las células
fagociticas mediante la inhibicion del reconocimiento de opsoninas adheridas a la pared celular

bacteriana ©®.

Existen mas de 90 serotipos de neumococo, sin embargo, solo aproximadamente 26 de ellos son

los que frecuentemente producen las infecciones neumocdcicas .

Las infecciones neumocécicas varian de leves a muy graves. Cerca de 2000 casos de
enfermedades graves (bacteriemia, neumonia con bacteriemia y meningitis) ocurren cada afio
en nifios menores de 5 afos. Estas enfermedades pueden provocar discapacidades como
sordera, dafio cerebral o la pérdida de los brazos o las piernas. Alrededor de 1 de cada 15 nifios

que contraen meningitis neumocdcica muere como consecuencia de la enfermedad 8.
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Vacunas neumococicas

En la actualidad se disponen de vacunas antineumocdcicas para prevenir las infecciones
causadas por neumococo. Una de ellas es la vacuna neumocécica polisacarida no conjugada 23-
valente aprobada por la FDA en 1992. En esta vacuna se encuentran representados el 90% de los
serotipos que producen infecciones neumocdcicas en la mayoria de los paises. Los serotipos que
se incluyen en esta vacuna son: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20,22F, 23F, 33F°%°.

El problema principal de esta vacuna no conjugada es que induce una respuesta inmunoldgica T-
independiente, lo que hace que no produzca memoria inmunolégica, por lo que su proteccion es

poco duradera y solo es eficaz en nifios con edades superiores a los 2 afios y adultos mayores.

El hecho de que la vacuna de 23 serotipos sea poco eficiente en nifios menores de dos afios ha
hecho que las investigaciones se dirijan hacia la obtencion de un aumento de suinmunogenicidad
mediante la conjugacién de una proteina transportadora, consiguiendo asi una respuesta
inmunoldgica T-dependiente, con produccion de células T y células B, que confiera memoria

inmunoldgica.

Con las vacunas conjugadas ocurre induccién de la sintesis de IgM e 1gG, en contraste con la

produccion Unica de IgM en el caso de la vacuna de 23 serotipos.

La vacuna conjugada aprobada para uso en nifios a partir de los 2 meses de edad se caracteriza
porque los polisacaridos purificados de neumococo son conjugados con una variante no dafina
de la toxina diftérica (CRM 197)7°. Esta vacuna conjugada es 13-valente, los serotipos con los que
consta son: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5, 7F, 3, 6A y 19A. En México esta vacuna se
recomienda en un esquema que contempla su administracion a los 2, 4 y 12 meses de edad "*.
La administracion de estas dosis repetidas genera un incremento en la concentracién y afinidad

de los anticuerpos contra los antigenos polisacaridos.

La administracion de las dosis correspondientes de la VCPn, asi como la administracién de la
VNCPn 23-valente con productos capsulares de neumococo en la poblaciéon pedidtrica, ha
permitido estudiar la capacidad de sintesis de anticuerpos de clase IgG contra antigenos

polisacdridos para la identificar a pacientes que tengan SAD.
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Valoracion de la inmunodeficiencia especifica de anticuerpos

Se han buscado parametros que permitan predecir si un individuo esta protegido frente
algun agente patdgeno, uno de los parametros que mejor informa sobre este hecho es la

concentracién de anticuerpos frente al agente.

Como se menciond anteriormente, los pacientes que presentan SAD con frecuencia tienen
niveles normales de inmunoglobulinas y subclases, con una disminuciéon en la capacidad de
respuesta frente a los antigenos polisacaridos. Por lo que el diagnéstico diferencial se establece
mediante la identificacién de una respuesta deficiente de anticuerpos de clase IgG contra
antigenos polisacaridos, para ello, es necesario hacer dos estudios de cuantificacion de estos
anticuerpos mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA por sus siglas en inglés Enzyme Liked
Immunosorbet Assay). Cada estudio consiste en la toma de muestra de sangre periférica de cada
paciente. La primera toma se realiza en el momento de la sospecha de la inmunodeficiencia
(estudio pre-vacunacién), y la segunda toma se realiza 30 dias después de que se administra la

VNCPn 23 valente (estudio post-vacunacioén).

Se deben considerar la edad y la concentracion de anticuerpos, que son dos aspectos de

importancia en la evaluacion de esta inmunodeficiencia.

# Hay dos criterios para la evaluacion de una respuesta adecuada contra antigenos

polisacéridos basados en la concentracion de anticuerpos 72.

1) El primer criterio es que la concentracidén de anticuerpos debe ser igual o mayor a 1.3
ug/mL independientemente si se trata del estudio en condiciones pre-vacunacién o post-
vacunacion.

2) Elotro criterio es considerar si se trata del estudio pre-vacunacién o post-vacunacién, en
donde la concentracion de anticuerpos de ser menor a 1.3 pug/mL en el estudio pre-
vacunacion debera de incrementar por lo menos 4 veces la concentracidén encontrada en
el estudio post-vacunacién. De ser mayor la concentracién de anticuerpos a 1.3 ug/mLen
el estudio pre-vacunacion debera de haber un incremento de por lo menos 2 veces de la

concentracion en el estudio post-vacunacion.
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# Se consideran dos grupos etarios para la valorar la capacidad de respuesta a

antigenos polisacaridos 7.

1) Si el paciente tiene de 2 a 5 afios de edad debe responder al 50% de los serotipos
evaluados segun los criterios antes mencionados.
2) Si el paciente tiene mas de 5 afios de edad debe responder al 70% de los serotipos

evaluados segun los criterios antes mencionados.

En caso de que no se observe respuesta al reto antigénico segun los criterios antes descritos, el
paciente se diagndstica con SAD. A estos pacientes, se les debe dar tratamiento profilactico con
antibidticos, aunque, recientemente la terapia de sustitucion de inmunoglobulinas se ha vuelto
el tratamiento definitivo para los pacientes con SAD, en los casos tratados, las infecciones se
suelen mantener bajo control, no obstante, el seguimiento de los pacientes debe ser preciso y

continuo.
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& JUSTIFICACION

Para establecer el diagnostico confirmatorio de una inmunodeficiencia primaria, se
necesita un buen historial clinico, y contar con un laboratorio de diagndstico especializado. En
México, la Unidad de Investigacién de Inmunodeficiencias del Instituto Nacional de Pediatria es

uno de estos centros especializados.

Se desconoce la incidencia de SAD y como las principales manifestaciones clinicas son las
infecciones recurrentes del tracto respiratorio y una disminucién en la capacidad de respuesta
frente antigenos polisacaridos, es frecuente que de primera instancia no se sospeche de SAD y

se deje sin el tratamiento oportuno y requerido al paciente afectado por esta inmunodeficiencia.

Para realizar el diagndstico preciso y oportuno, es de vital importancia determinar si dichos
anticuerpos confieren o no una protecciéon adecuada frente a los antigenos polisacaridos. El
indice de avidez se considera como una medida de la actividad funcional y por ende una avidez
alta de los anticuerpos es un indicador relevante para caracterizar la respuesta inmune de los

pacientes con sospecha de SAD.

La caracterizacion detallada de los aspectos de la respuesta inmunoldgica de los pacientes con
SAD vy las diferencias con los pacientes con defectos transitorios en este tipo de respuesta,
aunado a un adecuado registro de los datos clinicos y el seguimiento de cada uno de los casos
permiten estudiar este tipo de enfermedades, desarrollar estrategias de diagndstico y disefiar
algoritmos de abordaje diagndstico que puedan emplearse en todos los niveles de atencién, lo
gue permitird ofrecer diagndsticos oportunos con lo que se mejorara la calidad de vida de estos

pacientes y sus familias.
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& OBIJETIVOS

Objetivo general

>

Determinar el indice de avidez de anticuerpos de clase IgG contra antigenos polisacaridos
de 14 serotipos de neumococo en pacientes pediatricos con sospecha de deficiencia

especifica de anticuerpos.

Objetivos particulares

v

Generar una base de datos para identificar la edad, sexo y manifestaciones clinicas de los
pacientes pediatricos con sospecha de deficiencia especifica de anticuerpos que solicitan
la cuantificacion de anticuerpos contra antigenos polisacaridos.

Determinar la concentracion de anticuerpos de clase IgG contra antigenos polisacaridos
de 14 serotipos de neumococo para apoyar en el diagndstico de pacientes con deficiencia
especifica de anticuerpos.

Realizar un ensayo que permita evaluar el indice de avidez de anticuerpos de clase IgG
contra antigenos polisacaridos de neumococo en los pacientes pediatricos tras la
administracién de la vacuna no conjugada neumocdcica.

Comparar el indice de avidez entre los pacientes con deficiencia especifica de anticuerpos
y los pacientes sin esta inmunodeficiencia.

Identificar a los pacientes que tengan anticuerpos con mayor indice de avidez en relacién
con el numero de dosis de vacuna conjugada neumocdcica con las que cuentan segun su

cartilla de vacunacion.
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& MATERIALES Y METODOS

Poblacidn de estudio y base de datos

A partir del analisis retrospectivo de los datos, se generd una base con la informacién de
34 pacientes pediatricos que solicitaron el estudio de cuantificacién de anticuerpos contra
antigenos polisacaridos de neumococo durante el periodo de Marzo de 2014 a Enero de 2015 en
el Instituto Nacional de Pediatria. Esta base de datos incluia la edad, sexo, manifestaciones
clinicas y numero de dosis de la vacuna conjugada neumocdcica con el que contaba cada paciente

en el momento de realizar el estudio de cuantificacidon de anticuerpos.

Obtencion de muestras

De los 34 pacientes pediatricos se recolectaron 68 muestras de sangre periférica por
puncion venosa en las condiciones pre-vacunacién y post-vacunacién de cada paciente
(condiciones descritas anteriormente en el marco tedrico, apartado de valoracién de la

inmunodeficiencia especifica de anticuerpos).

Las muestras de sangre periférica recolectadas en tubos Vacutainer® fueron centrifugadas a 2500
rom durante 15 minutos para obtener el suero; se hicieron alicuotas de aproximadamente 200

pL del suero y se almacenaron a -20°C hasta su posterior uso.

ELISA y ELISA de Avidez

La cuantificacion de anticuerpos de clase IgG contra antigenos polisacaridos de 14 serotipos
de neumococo se determiné mediante un ensayo de ELISA Indirecto de tercera generacién’4,
este ensayo implica una doble preabsorcidon usando polisacarido-C que es comun en todos los
serotipos de neumococo, y el serotipo 22F para evitar reacciones cruzadas; de esta manera se

gana especificidad en este ensayo al eliminar los anticuerpos no especificos.

Para la determinacién del indice de avidez de los anticuerpos se realizé un paso adicional al

ensayo anterior, donde las muestras fueron tratadas con urea 6 M.
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Los 14 serotipos de neumococo que se evaluaron fueron: 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 8, 9V, 11A, 14, 18C,
19A, 19F y 23.

El ensayo de ELISA se comenzd al sensibilizar las placas de 96 pozos, para lo cual se prepararon
disoluciones de 10 pg/mL de cada uno de los 14 serotipos de neumococo usados en el estudio y
se colocaron 100 uL de la disolucién del serotipo correspondiente en cada pozo de la placa,
usando una placa por cada serotipo en estudio. Se dejaron incubar durante 2 horas a 37°Cy al

término de la incubacidn las placas se almacenaron a 4°C hasta el dia siguiente.

Posteriormente se retird la disolucion de polisacaridos de las placas y se agregaron 200 uL de
disolucién de bloqueo (PBS 1X + Leche 3%) a cada pozo, después las placas se incubaron a 4°C

durante toda la noche.

Se prepararon diluciones 1:300%, 1:600* o 1:1200* del suero de cada paciente (anticuerpo
primario) y fueron preadsorbidos con el polisacarido-C y el serotipo 22F, ambos en una

concentraciéon de 10 mg/mL vy se dejaron durante toda la noche a 4°C.

*La cuantificacion de anticuerpos de estos pacientes ya habian sido determinada
anteriormente, por lo que se pudo realizar un andlisis para determinar la dilucion
del suero a la cual la concentracidn de anticuerpos se encontraria dentro de la

curva de calibracion.

Para las curvas de calibracién del ensayo, se realizaron diluciones 1:300, 1:200 y 1:100 del suero
estandar aprobado por la FDA (por sus siglas en ingles Food and Drug Administration) y también
fueron preadsorbidos con polisacérido-C a 10 mg/mL durante toda la noche a 4°C °. La dilucién
del suero estandar utilizada para cada serotipo evaluado fue con la que se obtenia una mejor

correlacion lineal en la curva de calibracidn.

Dilucién 1:300 para los serotipos 1, 4, 14, 18Cy 19A.
Dilucién 1:200 para los serotipos 3, 5, 8, 6B, 11A y 23.
Dilucién 1:100 para los serotipos 6A, 9V y 19F.

Al dia siguiente, se retird la disolucidén de bloqueo y se lavaron las placas 3 veces agregando a

cada pozo 200 plL de solucién de lavado (PBS 1X + Tween 20 al 0.05%) y se agregaron por
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duplicado 100 pL de la dilucidn del suero del paciente a los pozos correspondientes para cada

serotipo evaluado (Ver Esquema 1).

Las curvas de calibracion se realizaron por duplicado, se agregaron 200 L en el primer pozo de
la placa y se hicieron diluciones seriadas 1:2 de cada una de las diluciones del suero estandar
empleadas para este ensayo, se incubaron las placas durante 90 minutos a 37°C, al finalizar la

incubacién, se lavaron las placas como se describid previamente.

Para el ensayo de avidez, al término de los lavados, a las muestras correspondientes de los
pacientes se le adicionaron 100uL de solucién de UREA 6M vy al resto de los pozos, asi como a los
pozos de la curva de calibracidn se agregaron 100 pL de PBS 1X (Ver esquema 1). Se incubaron
las placas a 37°C durante 30 minutos. Al finalizar la incubacién las placas fueron lavadas

nuevamente.

Posteriormente se afiadieron 100 plL de una dilucion 1:5000 del anticuerpo secundario (1gG anti-
humano acoplado a peroxidasa de rabano) a cada pozo y las placas se incubaron a 37°C durante

90 minutos.

Finalmente, para revelar las placas se lavaron nuevamente las placas como se describi
previamente y se adicionaron 100 plL de sustrato (TMB: tetrametil bencidina) a cada pozo y se
dejaron incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccidon enzimatica

se agregaron 50 pL de H,SO4 2M a cada pozo.

Las placas se leyeron a 450 nm en un espectrofotometro y con los resultados obtenidos se
trazaron las curvas de calibracién y se determinaron las concentraciones de anticuerpos contra

cada serotipo en evaluacion.

El indice de avidez se calculd para todas las muestras en el estudio de pre-vacunacién y post-

vacunacion empleando la siguiente formula:

Titulo de anticuerpos tratados con urea

" Titulo de anticuerpos tratados sinurea
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Esquema 1. Esquema de la distribucion de las muestras de los pacientes en la placa de ELISA para cada serotipo
evaluado, se muestra que la primera columna de la placa corresponde a la curva de calibracidn y su duplicado. El

—

cuadro rojo corresponde a las muestras de suero de un paciente, el ovalo de linea punteada corresponde a la
muestra en condiciones pre-vacunacion y el ovalo de linea continua en condiciones post-vacunacién. El cuadro
verde corresponde a otro paciente y asi sucesivamente hasta ocupar toda la placa. El cuadro azul representa las
muestras que fueron tratadas con urea para la determinacion del indice de avidez.
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& RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO Y ANALISIS RETROSPECTIVO DE LOS DATOS

En el Esquema 2-A se muestra que de los 34 pacientes pediatricos a los que se les realizé el

estudio:

e 53% eran mayores de cinco afios de edad.
e 59% eran de sexo masculino.
e 47% contaban con el esquema de vacunaciéon contra neumococo completo, es decir,

tenian las 3 dosis de la VCPn.

34 pacientes pediatricos con sospecha de inmunodeficiencia
especifica de anticuerpos

1
I _ I

Edad : Sexo: Esquema de vacunacion:

16 pacientes (47%)
tenian de 2 a 5 afios.

16 pacientes (47%) tenian
un esquema de vacunacion
incompleto.

20 pacientes (59%)
eran de sexo
masculino.

18 pacientes (53%)
eran mayores de 5
afnos.

14 pacientes (41%)
eran de sexo
femenino.

18 pacientes (53%) tenian
un esquema de vacunacion

completo.
J

J

J

Esquema 2-A. Caracteristicas de los pacientes de estudio con sospecha de inmunodeficiencia especifica de
anticuerpos
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En la Figura 4 se muestra que, de los 34 pacientes analizados, 10 de ellos (29%) tuvieron
concentraciones de anticuerpos contra antigenos polisacaridos por debajo del valor de corte en
al menos el 60% de los serotipos evaluados tras la administracion de la VNCPn, por lo que fueron
diagnosticados como pacientes con SAD. Los pacientes restantes tuvieron concentraciones

protectoras de anticuerpos.

De los pacientes que fueron diagnosticados con SAD, ninguno tenia el esquema de vacunacion

contra neumococo completo.

De los pacientes sin SAD, 18 (75%) tenian el esquema de vacunacidon completo (2 pacientes tenian
4 dosis de VCPn) y 6 pacientes (25%) tenian incompleto el esquema, dentro de este ultimo grupo
de pacientes, 2 pacientes tenian cero dosis de vacunas, 2 pacientes una dosis y 2 pacientes dos

dosis.

u SAD
(n=10)

m No SAD
(n=24)

Figura 4. Distribucion de los pacientes pediatricos que fueron diagnosticados con deficiencia especifica de
anticuerpos. (n=34)

Todos los pacientes que fueron diagnosticados con SAD tenian su esquema de vacunacion
incompleto, en la Figura 5 se muestra la distribucién del nimero de dosis de vacuna conjugada
gue tenian estos pacientes cuando se les realizé el estudio de cuantificacién de anticuerpos

contra antigenos polisacaridos de neumococo.
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m 0 dosis

(n=14)

m 1 dosis

(n=1)

m 2 dosis

\/ -

Figura 5. Distribucién del nimero de dosis de vacuna conjugada neumocdcica con las que contaban los pacientes
(n=10) con deficiencia especifica de anticuerpo en su esquema de vacunacion.

De los 10 pacientes con SAD, se encontrd que la mayoria eran pacientes mayores de cinco afios

de edad y de sexo masculino, con un 90% y 60% respectivamente (Figura 6).

m 2-5 anos B Masculino
" Mayor~es ® Femenino
de 5 afios

A

Figura 6. Distribucién de la edad (6-A) y el sexo (6-B) de los 10 pacientes con deficiencia especifica de anticuerpos.

En la Figura 7 se muestra la distribucién de las diferentes manifestaciones clinicas que los 34
pacientes tenian al momento de la sospecha de la inmunodeficiencia especifica de anticuerpos.
Destacando que las infecciones de vias respiratorias fueron las mas frecuentes, seguidas de

neumonia y sinusitis. Los pacientes también llegaron a presentar otras manifestaciones entre las
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cuales se encontraban la alergia, supuracion pulmonar, inmunodeficiencia comun variable y

desnutricion.

m VRS

B Neumonias
m Sinusitis

| Otitis

m Alergia

= Meningitis

I otras

Figura 7. Manifestaciones clinicas de los 34 pacientes pediatricos con sospecha de inmunodeficiencia especifica de
anticuerpos.

En cuanto a los pacientes que fueron diagnosticados con SAD, se encontré que las infecciones de
vias respiratorias también fueron la principal manifestacioén clinica como se muestra en la Figura
8, seguidas de neumonias y un 9% de los pacientes presentaban inmunodeficiencia comun

variable (ICV), tos crdnica o sinusitis.

m [VRS

B Neumonias

mICcV

H Tos cronica

m Sinusitis

Figura 8. Manifestaciones clinicas de los 10 pacientes con deficiencia especifica de anticuerpos.
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En la Figura 9 se muestra que de los pacientes con SAD que presentaron infecciones de vias
respiratorias (IVRS) el 40% cursaban al mismo tiempo con neumonias, mientras que en menor

proporcién los pacientes cursaban solo con IVRS.

m Solo IVRS
m [VR y Neumonias
= IVRS y Sinusitis

® [VRS y Supuracion
pulmonar

Figura 9. Manifestaciones clinicas asociadas con infeccién de vias respiratorias superiores de los 10 pacientes con
deficiencia especifica de anticuerpos
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CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS Y DETERMINACION DEL INDICE DE AVIDEZ

Las concentraciones de anticuerpos de los pacientes que fueron diagnosticados con SAD se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones en ug/mL de anticuerpos (I1gG) contra antigenos polisacaridos de
neumococo de los pacientes con SAD en los estudios pre-vacunacién y post-vacunacion.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

Serotipo 16 anos 13 afos 9 afios 12 afos 10 afos

PRE POST PRE POST PRE POST PRE POST PRE POST

1 ND ND 06 4.2 1.6 7.9 1.0 2.1 0.0 ND
3 0.1 0.0 05 0.9 11 1.2 1.2 1.3 0.0 ND
4 0.0 1.7 0.2 05 0.2 3.1 0.7 3.5 ND ND
5 0.0 1.0 12 26 24.7 36.7 1.7 5.8 ND ND
62 ND 0.1 0.2 03 0.9 11 74 13.1 ND ND
6B ND ND 08 24 0.4 11 0.4 0.6 ND ND
8 0.0 0.0 04 21 14 186 2.0 5.7 ND ND
9V ND ND 0.0 0.6 1.9 140 0.7 1.3 ND ND
112 0.0 0.1 0.2 1.3 0.6 5.3 2.1 5.8 ND ND
14 ND ND 05 07 ND 5.6 ND 30.6 ND ND

18C 0.0 0.0 04 0.9 ND 0.7 0.0 ND ND ND

19F ND ND 0.2 ND 23 11.4 4.6 4.8 0.0 ND

192 ND ND 11 3.2 133 192 6.2 6.6 0.0 ND

23 ND 2.8 ND 0.9 0.2 0.3 1.0 1.7 ND ND
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Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9 Paciente 10

Serotipo 6 afos 2 afos 11 afos 9 afios 9 afos

PRE POST PRE POST PRE POST PRE POST PRE POST

1 0.9 2.8 3.4 5.4 ND 1.6 0.8 3.2 0.2 ND
3 0.5 0.9 1.0 1.2 0.3 1.5 0.3 0.8 0.1 ND
4 0.2 1.7 0.1 0.4 0.2 0.2 0.6 1.2 ND ND
5 1.2 3.3 1.9 4.2 ND 247 0.7 1.7 7.4 23.5
62 0.5 0.6 11 1.4 0.0 0.9 11 1.2 ND ND
6B 1.6 5.7 1.6 1.7 ND 0.4 0.4 2.1 ND ND
8 1.0 5.9 0.1 ND ND 1.4 29 189 ND ND
9V 0.0 2.5 1.0 1.2 0.3 1.9 0.3 5.0 ND ND
112 0.3 5.5 0.5 0.6 0.2 0.6 0.2 1.9 0.0 0.0
14 0.5 1.2 2.1 2.3 ND ND ND 9.0 ND ND

18C 0.3 4.0 ND ND ND ND 0.1 0.5 ND ND

19F 22 182 41 6.4 ND 2.3 3.9 4.5 ND ND
192 2.7 8.1 6.6 7.1 0.2 133 3.2 5.8 0.9 0.3
23 0.2 0.5 0.7 0.8 0.1 0.3 0.9 3.7 ND ND

ND: Concentracion de anticuerpos No Detectada

En los estudios pre-vacunaciéon se puede observar que la mayoria de los pacientes tienen
concentraciones de anticuerpos por debajo del valor de corte (1.3 pg/ml) en por lo menos el 60%
de los serotipos evaluados por lo que en todos estos casos se identificaron respuestas de
anticuerpos contra antigenos polisacaridos inadecuadas. Es importante resaltar que en ese
mismo estudio pre-vacunacion, los pacientes 3, 4 y 7 tuvieron concentraciones de anticuerpos
iguales o mayores a 1.3 pg/mL en 6 serotipos (marcados con rojo en la Tabla 2) y misma respuesta
se observd en el estudio post-vacunacion, pero al no cubrir los criterios de buena respuesta en
el porcentaje minimo de serotipos evaluados estos casos al igual que los demas fueron

diagnosticados con SAD.
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Otro hecho a resaltar es lo que se observa en el caso de los pacientes 11 y 12. En la Tabla 3 se
muestran las concentraciones de anticuerpos y el indice de avidez de los estudios pre-vacunacion
y post-vacunacion de esos pacientes; el paciente 11 tiene el esquema de vacunacion completo,
mientras que el paciente 12 no ha recibido ninguna dosis de vacuna conjugada contra

neumococo.

Tabla 3. Concentracién de anticuerpos (ug/mL) e indice de avidez de dos pacientes pediatricos sin SAD

Paciente 11 Paciente 12
3 afios 8 afios
Esquema de vacunacion Esquema de vacunacion
completo incompleto
Concentracion indice de Concentracion indice de
Serotipo de anticuerpos avidez de anticuerpos avidez
PRE POST PRE POST | PRE POST PRE POST
1 0.1 14.5 ND 0.7 0.3 4.9 0.0 0.4
3 0.5 3.0 0.2 0.7 0.1 0.7 0.0 0.5
4 0.4 8.3 ND 0.6 0.1 1.6 0.0 0.4
5 9.4 18.3 0.0 0.9 0.3 8.0 0.0 0.3
6A 4.6 20.6 0.4 0.9 ND 0.0 0.0 0.0
6B 0.3 321 0.4 1.0 0.0 0.9 0.0 0.0
8 0.4 7.1 ND 0.6 0.3 7.3 0.0 0.3
9V 1.2 249 0.4 0.6 0.3 6.7 0.0 0.4
11A 0.7 12.0 0.3 0.8 0.0 3.0 0.0 0.0
14 ND 17.4 ND 0.1 0.8 32.0 0.0 0.2
18C ND 6.4 ND 0.5 0.4 15.1 0.0 0.8
19F 19.6 104.0 0.5 0.8 1.9 39.0 0.0 0.3
19A 8.7 10.1 0.4 0.5 0.5 6.2 0.0 0.1
23 7.0 7.2 0.7 0.7 0.1 4.3 0.0 0.6
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De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 3 de la cuantificacién de anticuerpos de estos
dos pacientes, se puede observar que ambos pacientes en el estudio pre-vacunacién tuvieron
una concentracion de anticuerpos menor a 1.3 ug/mL en la mayoria de los serotipos evaluados,
sin embargo, al hacer el estudio post-vacunacidn se obtuvo una buena respuesta ante el reto
antigénico y ambos pacientes cumplieron con el criterio del incremento de la concentracién de

anticuerpos, por lo que estos dos pacientes no fueron diagnosticados con SAD.

A pesar de que ambos pacientes tuvieron una respuesta adecuada de anticuerpos contra
antigenos polisacaridos, en la determinacion del indice de avidez se puede observar una gran
diferencia, pues el paciente 11 tuvo un indice de avidez mayor o igual a 0.5 en 13 de los serotipos
evaluados (marcados con rojo en la Tabla 3), en contraste con el paciente 12 que solo mostro

indice de avidez mayor o igual a 0.5 en tres de los serotipos evaluados.

Al realizar el estudio de avidez en los pacientes con SAD, se encontrd que en el estudio pre-
vacunacion y en todos los serotipos evaluados estos pacientes tenian un indice de avidez por
debajo de 0.3 y que en el estudio post-vacunacion el indice de avidez incremento en todos los
serotipos, sin embargo, en ningun serotipo el indice de avidez fue mayor o igual a 0.5 que indicara

gue los anticuerpos eran de alta avidez (Figura 10).

PROMEDIO DEL INDICE DE AVIDEZ

1 3 4 5 6A 6B 8 9%v 11A 14 18C 19F 19A 23

SEROTIPO
H PRE-VACUNACION = POST-VACUNACION

Figura 10. Comparacion del promedio del indice de avidez de los estudios en condiciones pre-vacunacién y post-
vacunacion de los 10 pacientes diagnosticados con SAD.
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En la figura 11 se observa que el indice de avidez del grupo de pacientes sin SAD en el estudio pre-
vacunacion fue menor de 0.5 en todos los serotipos evaluados, sin embargo, en el estudio post-
vacunacion estos pacientes mostraron un indice de avidez mayor a 0.5 en 11 de los serotipos evaluados

(1,3,4,5,6B,9V, 11A, 18C, 19F, 19Ay 23).

0.8 -
0.7 - T T
0.6 -
0.5 - T
0.4 -

0.3 - [ [ [ [ [
0.2 -

0.1 A [

0.0 -

PROMEDIO DEL INDICE DE AVIDEZ

1 3 4 5 6A 6B 8 9v 11A 14 18C 19F 19A 23
SEROTIPO

m PRE-VACUNACION m POST-VACUNACION

Figura 11. Comparacién del promedio del indice de avidez de los estudios pre-vacunacién y post-vacunacién de los
pacientes sin SAD.
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A pesar de que el indice de avidez de todos los serotipos evaluados en el estudio pre-vacunacién
de los pacientes con SAD fue menor en comparacion con el grupo de pacientes sin SAD, ambos
grupos de pacientes tuvieron un indice de avidez menor a 0.5 (Figura 12). En contraste con el
estudio post-vacunacion en donde se pudo observar que el indice de avidez del grupo de
pacientes sin SAD es dos veces mayor con respecto al grupo de pacientes con SAD obteniendo

valores mayores a 0.5 en 11 de los 14 serotipos evaluados (Figura 13).

0.6 -

1 3 4 5 6A 6B 8 9v 11A 14 18C 19F 19A 23
SEROTIPO

PROMEDIO DEL INDICE DE AVIDEZ

= PACIENTES CON SAD m PACIENTES SIN SAD

Figura 12. Comparacién del promedio del indice de avidez en el estudio pre-vacunacidn entre los pacientes con
SAD y los pacientes sin SAD.

0.9 -
0.8 -
0.7 - T i
0.6 - 1

0.5 -
0.4 - I

0.3 - |

0.2 -

01 - ™I I L

0.0 -

1 3 4 5 6A 6B 8 9v 11A 14 18C 19F 19A 23
SEROTIPO
= PACIENTES CON SAD = PACIENTES SIN SAD

PROMEDIO DEL INDICE DE AVIDEZ

Figura 13. Comparacién del promedio del indice de avidez en el estudio post-vacunacién de los pacientes con SAD
y los pacientes sin SAD.
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El grupo de pacientes que tuvo anticuerpos de alta avidez (IA mayor o igual a 0.5) en el estudio
post-vacunacién, fue el grupo de pacientes sin SAD. Estos pacientes se clasificaron en cuatro
grupos de estudio dependiendo del nimero de dosis de VCPn que tenia cada paciente de acuerdo
a su esquema de vacunacion. Los grupos de estudio tenian desde cero dosis hasta cuatro dosis

de VCPn.

En la figura 14 se muestra el promedio del indice de avidez (IA) de cada grupo de pacientes en el
estudio post-vacunacion. Se observa que los pacientes que contaban con cero dosis de VCPn
tuvieron IA menores a 0.4 en 11 de los serotipos evaluados. Los pacientes con una dosis de VCPn
tuvieron IA menores de 0.4 en 5 serotipos y un IA mayor oigual a 0.5 en 6 serotipos. Los pacientes
con dos dosis de VCPn tuvieron IA mayor o igual a 0.5 en 7 serotipos y un |IA menor a 0.4 en 2

serotipos.

Los pacientes con tres dosis de VCPn fueron los que tuvieron un IA mayor o igual a 0.5 en todos

los serotipos evaluados.
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Figura 14. Comparacion del promedio del indice de avidez de los pacientes sin SAD en el estudio post-vacunacion. Se muestran los cinco grupos de estudio
dependiendo del numero de dosis de VCPn con el que contaban los pacientes.
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& ANALISIS DE RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO Y BASE DE DATOS

El desconocimiento de las IDP lleva frecuentemente a un mal diagnostico o a un retraso
en el mismo; considerando que la deficiencia de anticuerpos es la IDP més frecuente?’, el
realizar estudios de inmunoglobulinas y un adecuado seguimiento clinico pueden proveer
suficiente informacion para sospechar de SAD e indicar un estudio de cuantificacion especifica
de anticuerpos contra antigenos polisacdridos que confirmen el diagndstico. Uno de los
aspectos de importancia en la historia clinica del paciente es que SAD se presenta con
infecciones recurrentes que son dificiles de erradicar bajo el tratamiento médico 7>76. De esta
manera al tener un diagnodstico preciso se puede lograr un tratamiento oportuno para mejorar

la calidad de vida del paciente y su familia.

En nuestra poblacidon de pacientes con SAD, la mayoria (60%) eran de sexo masculino, lo que
podria sugerir que esta inmunodeficiencia probablemente tendria un patrdn ligado al sexo,
pues se ha reportado que las inmunodeficiencias primarias afectan principalmente a hombres
por el patron ligado al cromosoma X 77, sin embargo, habria que seguir analizando dicha
caracteristica en una poblacion de estudio mas grande para poder determinar la asociacion de

esta inmunodeficiencia.

SAD se define como un problema en la respuesta de inmunoglobulinas (IgG) contra antigenos
polisacaridos tras la administracién de una vacuna no conjugada de polisacaridos de
neumococo. Hasta el momento su patogenia es desconocida, sin embargo, se ha propuesto que
esta inmunodeficiencia se debe a un proceso de maduracién retardado o anormal de las células
B de la zona marginal esplénica, pues los antigenos polisacaridos son reconocidos por estas
células "8. Por lo que se dice que la respuesta frente a antigenos polisacaridos depende de la

edad del paciente “°,

Nuestra poblacién de estudio por sospecha clinica de SAD eran pacientes mayores de 2 afios de

edad. Se selecciond a este grupo de pacientes para el estudio puesto que se considera que a

45

—
| —



partir de los 2 afios de edad se puede determinar la concentracién de estos anticuerpos para
confirmar o descartar la presencia de SAD, pues antes de esta edad se pueden observar
respuestas deficientes frente antigenos polisacaridos por falta de madurez del sistema

inmunoldgico y no propiamente por la presencia de esta inmunodeficiencia ’°.

Similar a lo reportado, dentro de nuestro grupo de estudio, encontramos que las
manifestaciones clinicas mas frecuentes son las infecciones de vias respiratorias superiores,

neumonias y sinusitis, rinitis y en algunos casos se asocia con alergia, dermatitis o asma .

De acuerdo con datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Streptococcus
pneumoniae, mejor conocido como "neumococo”, es la principal causa de muerte prevenible
en nifilos menores de 5 afios de edad; pues se estima que al afio perecen 1.6 millones de infantes
en el mundo por infecciones causadas por esta bacteria. La vacunacion es segura y eficaz en la
prevencion de las enfermedades graves por neumococo, como la meningitis y sus secuelas.
También puede disminuir la probabilidad de padecer neumonia y otitis 8%. En la actualidad se
dispone de la vacuna conjugada de neumococo 13-valente y en México se recomiendan en un

esquema de 3 dosis que contempla su administracién a los 2, 4 y 12 meses de edad .

El 47% de los pacientes evaluados en este trabajo presentaban un esquema de vacunacion
incompleto, estos resultados toman importancia pues adicionalmente encontramos que todos
los pacientes diagnosticados con SAD pertenecian al grupo con esquema de vacunacidn
incompleto. Estudios recientes han registrado que la cantidad de nifios no vacunados ha
aumentado considerablemente en todo el mundo, a menudo los motivos suelen ser religiosos,

ideoldgicos o falta de atenciéon medica en poblaciones rurales.

La OMS estima que la vacuna antineumocdcica tiene una cobertura mundial apenas del 37% y

se espera que para el 2020 alcance un 90% a escala nacional .
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CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS Y DETERMINACION DEL iNDICE DE AVIDEZ

Para determinar si los pacientes tenian o no la deficiencia especifica de anticuerpos, se

consideran los criterios *%'>2 que son descritos en la Tabla 4 y 4.1:

Tabla 4. Concentracién de anticuerpos en el estudio pre y post vacunacion

[Anticuerpos] en el estudio [Anticuerpos] en el estudio
pre-vacunacion post-vacunacién
Menor a 1.3 pg/mL En este estudio debe haber un incremento de por lo menos 4

veces la concentracion respecto al estudio pre-vacunacién.

Mayor o igual a 1.3 pg/mL En este estudio debe haber un incremento de por lo menos 2
veces la concentracion respecto al estudio pre-vacunacién.

Ademas del criterio anterior, también se evalud el porcentaje minimo de serotipos al que se

debia responder segun el grupo etario al que correspondia cada paciente.

Tabla 4.1. Respuesta adecuada a los serotipos de neumococo segun la edad del paciente

Grupo etario Respuesta adecuada al % de los serotipos evaluados
2 a5aiios 50%
Mayores de 5 aiios 70%

Tras la determinacidn de la concentracién de anticuerpos contra antigenos polisacaridos, se
pudo detectar que el 29% de los pacientes tenian SAD, este resultado difiere con lo reportado
por la Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias Primarias (LASID) del 5-10% de
pacientes evaluados por presentar infecciones respiratorias recurrentes °!. La diferencia al
encontrar un porcentaje mayor en nuestra poblacién de estudio puede deberse a que la Unidad
de Inmunodeficiencias del Instituto Nacional de Pediatria, por ser el Centro Nacional de
referencia para el estudio y diagndstico de Inmunodeficiencias Primarias, recibe a pacientes

gue ya han pasado los filtros diagndsticos de otras causas de infecciones recurrentes del tracto
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respiratorio, lo que puede impactar en el nimero de casos de SAD encontrados en el presente
trabajo, adicionalmente la poblacidén en estudio es pequeiia para poder hacer el calculo de la

prevalencia real de la enfermedad.

Al administrar la VNCPn a los pacientes, en general, se obtuvo una mayor concentracién de
anticuerpos y adicionalmente un aumento del indice de avidez en la mayoria de los serotipos.
Destacando que en los serotipos 6A, 8 y 14 fueron en los que se obtuvo un IA < 0.5 tanto en el
estudio pre-vacunacidén como post-vacunacién. Esto debido a que se considera que algunos
serotipos son poco inmundgenos de acuerdo a lo publicado por Laferriere C 8 que reporta
respuestas deficientes frente los serotipos 6A, 14, 6B, 19F y 23; esto probablemente a su
tamafio y baja complejidad quimica, por lo que se obtendran respuestas deficientes frente a

esos serotipos.

En lo referente a la prevalencia de SAD por sexo y edad nosotros encontramos que el sexo

masculino tiene mayor prevalencia con el 60% y que el 90% eran mayores de 5 afios de edad.

Después de realizar la cuantificaciéon de anticuerpos, se decidié evaluar el indice de avidez;
debido a que la concentracién de anticuerpos es un factor importante de proteccién pero que
no garantiza una respuesta protectora, ya que ésta no solo depende de la concentracién de

anticuerpos sino también del funcionamiento éptimo de los mismos.

El indice de avidez es un parametro util para evaluar de forma rdpida la funcionalidad de los
anticuerpos, y por lo que anticuerpos con indice de avidez > 0.5 pueden ser el reflejo de
anticuerpos con alta afinidad por su antigeno y contribuir a la erradicacién de neumococo por

mecanismos como la fagocitosis mediada por anticuerpos 2°.

Un método comun vy eficiente para evaluar la avidez de un anticuerpo contra un antigeno
especifico es un inmunoensayo ELISA de avidez, el cual esta basado en la disociacién de
complejos antigeno-anticuerpo, en este protocolo se utilizd Urea a una concentracién 6M como
agente desestabilizador de las interacciones no covalentes de dicha unién, por lo tanto, si se

disocia facilmente la unién de los anticuerpos, es debido a que poseen baja afinidad por su
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antigeno, mientras que los anticuerpos con alta afinidad no seran disociados y permaneceran
unidos a su antigeno especifico 8. Asi entonces, el indice de avidez (IA) es la proporcion de
anticuerpos que permanecieron unidos al antigeno especifico después del tratamiento con la

Urea.

Cuando el IA de la IgG especifica para antigenos polisacaridos de neumococo es menor a 0.40,
se dice que los anticuerpos son de baja avidez, si el IA se encuentra entre 0.40 y 0.49, los
anticuerpos seran de avidez intermedia; y cuando el IA es mayor o igual a 0.50 se dice que los

anticuerpos tienen avidez alta &’.

El indice de avidez de los pacientes que fueron diagnosticados con SAD fue menor a 0.5 en todos
los serotipos evaluados, tanto en los estudios pre-vacunacién como post-vacunacion, esto es
totalmente esperado por que existe una alteracion en su sistema inmunolégico; por lo que es
de esperarse que, si no tuvieron una concentracién adecuada de anticuerpos frente al reto
antigénico, la calidad de estos anticuerpos en lo referente a su funcionalidad tampoco sea

optima.

Respecto al grupo de pacientes que no fueron diagnosticados con SAD, los pacientes tuvieron
una concentracion adecuada de anticuerpos segun los criterios establecidos anteriormente
mencionados; lo que permitid no diagnosticarlos con SAD. Dentro de este grupo, los pacientes
gue tenian el esquema de vacunacién completo fueron los que tuvieron un IA 20.5 en todos los
serotipos evaluados en el estudio post-vacunacién, lo que indica que sus anticuerpos son de

alta avidez.

El hecho de que se haya obtenido una mejor avidez en el estudio post-vacunacién nos indica
que los pacientes tuvieron una respuesta de anticuerpos adecuada frente al reto antigeno y que
la administracion de la vacuna estimuld a las células B de su sistema inmune induciendo
elevadas concentraciones de anticuerpos. Asi mismo, el hecho de que los pacientes con
esquema de vacunacidon completo hayan tenido anticuerpos de avidez alta se puede explicar
debido a que la maduracién de la afinidad es un proceso por el cual los linfocitos B producen
anticuerpos con una afinidad cada vez mayor durante las repetidas exposiciones al mismo

antigeno, favoreciendo la avidez de los anticuerpos.
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Tras la determinacién del indice de avidez en los pacientes sin SAD, al haber identificado a un
paciente de 8 afios que en el estudio pre-vacunacion en todos los serotipos evaluados tuviera
anticuerpos de avidez baja (IA <0.4), y en el estudio post-vacunacion solo en 3 serotipos se
obtuviera una alta avidez (IA 20.5), indica que los anticuerpos tienen baja afinidad por el agente
patdgeno, estos resultados nos hacen constatar que el tener una concentracién de anticuerpos
adecuada no implica anticuerpos de funcionalidad correcta, y esto puede ser un posible motivo

de que el paciente tenga infecciones recurrentes del tracto respiratorio.

Es de interés resaltar que este paciente presentaba su esquema de vacunacién incompleto, lo
gue nos indica que una ventaja importante de las vacunas conjugadas de polisacaridos es su
capacidad de producir anticuerpos de mas alta avidez con un aumento de la actividad

funcional®® #°,

El que un gran numero de pacientes independientemente del nimero de dosis de VCPn con el
que contaban segun su esquema de vacunaciéon, después de administrar la VNCPn,
desarrollaran concentraciones de anticuerpos superiores e IA mayores a 0.5 representa el
resultado de mayor impacto en este estudio, pues la VNCPn ademas de ser utilizada en el
diagndstico de SAD, podria proporcionar un beneficio en los pacientes con infecciones de

repeticion del tracto respiratorio al generar anticuerpos de mayor afinidad.

Nuestros resultados sugieren que ademas de la cuantificaciéon de anticuerpos para apoyar en el
diagndstico de SAD, se debe considerar la evaluacién del indice de avidez de los anticuerpos
como una prueba que puede valorar la actividad funcional de los anticuerpos. De igual manera
es de vital importancia que después de realizar dichas pruebas, se dé seguimiento a los

pacientes para conocer su mejora clinica.
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& CONCLUSIONES

» La implementacion del ensayo de ELISA permitiéd evaluar el indice de avidez de
anticuerpos de clase IgG contra antigenos polisacdridos de neumococo en pacientes

pedidtricos con sospecha de SAD.

» Se identificd que los pacientes con sospecha clinica de SAD remitidos a la Unidad de
Inmunodeficiencias Primarias del INP, en su mayoria fueron de sexo masculino, mayores

de 2 afios de edad y con infecciones recurrentes de vias respiratorias superiores.

» Se apoy6 en el diagnodstico clinico al encontrar que el 29% de los pacientes evaluados
tuvieron una baja concentracion de anticuerpos contra antigenos polisacaridos, indicando

la presencia de la deficiencia especifica de anticuerpos (SAD).

» El indice de avidez en los pacientes con SAD fue menor a 0.5 en todos los serotipos
evaluados, indicando anticuerpos de baja avidez, en comparacion con los pacientes sin
SAD que en general presentaron un indice de avidez mayor a 0.5 indicando anticuerpos

de alta avidez.

» Los pacientes que tenian su esquema de vacunacién completo (3 dosis de VCPn) en las
condiciones post-vacunacion del estudio fueron los que tuvieron un indice de avidez

mayor a 0.5 en todos los serotipos evaluados.
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& RECOMENDACIONES

Este trabajo fue una primera aproximacion experimental para detectar anticuerpos funcionales
contra antigenos polisacaridos mediante la determinacion del indice de avidez, sin embargo,
falta trabajar en una poblacion mas grande de pacientes para corroborar los resultados

obtenidos.

Si se comenzara a implementar la prueba de determinacién del indice de avidez como
complemento en el diagndstico de SAD, hay que considerar que se deben de realizar protocolos

en nuestra poblacidn pediatrica para estandarizar la prueba.
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