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RESUMEN

Las condiciones de Asma y Alergia en pacientes pediatricos tienden a enmascarar otros
padecimientos en las vias respiratorias, ya que cuando un paciente presenta infecciones
recurrentes, son atribuidas a las condiciones mencionadas. Uno de estos padecimientos
es la Inmunodeficiencia de Anticuerpos Especificos a Polisacarido de nheumococo (SAD),
una enfermedad en la que los pacientes se caracterizan por presentar infecciones
recurrentes del tracto respiratorio; su diagnostico se realiza mediante la determinacién de
anticuerpos antes y después de la aplicacion de la vacuna neumococcica polisacérida 23
valente (PPSV23). Por ello, este trabajo se centré en conocer la respuesta hacia la
vacuna PPSV23, en pacientes con Asma y Alergia, asi como determinar si estos
pacientes presentan SAD o algun otro tipo de inmunodeficiencia que provoque
Infecciones de Vias Respiratorias Superiores (IVRS), independientemente de las

condiciones de Asma o Alergia.

Evaluamos la respuesta de anticuerpos contra PPSV23 mediante la prueba ELISA para
14 polisacéaridos presentes en la vacuna, asi como con una prueba de Afinidad. Los
pacientes se dividieron en un grupo con infecciones recurrentes y uno sin infecciones,

como grupo control.

En este trabajo se encontr6 que, en pacientes con asma y alergia, los pacientes con
infecciones recurrentes tienen respuestas leves a la vacuna PPSV23, comparados con los
pacientes sin infecciones. También se encontr6 que las infecciones en estos pacientes
aparentemente no estan relacionadas a la presencia de asma o alergia, sino que son
causadas por deficiencias del sistema inmunoldgico, tales como SAD, defectos en el
desarrollo de la afinidad de los anticuerpos y la imposibilidad del SI de montar una

respuesta adecuada relacionada con la edad.

Ademas, encontramos que el 45% los pacientes masculinos presentan respuestas
deficientes, mientras que el 40% de las mujeres presenta respuestas no adecuadas. Asi
mismo se encontrd que los pacientes menores de 6 afios tienen un mayor porcentaje de
anticuerpos con afinidad baja post-vacunacion (71.4%) que los pacientes mayores a 6
afos (57.1%); y que tras la aplicacion de PPSV23 en los pacientes con minimo una dosis
de Vacuna Conjugada de Polisacarido (PCV), los porcentajes de anticuerpos con afinidad

alta aumentan.

Se identificaron tres pacientes con SAD dentro de los pacientes evaluados.




ANTECEDENTES

Generalidades del Sistema Inmunologico

El sistema inmunolégico mantiene la homeostasis del organismo al neutralizar y
atacar amenazas biologicas, quimicas e incluso, provenientes del mismo
organismo. Dicha funcién se cumple gracias a la respuesta inmunitaria, que

puede ser de dos tipos, la respuesta innata y la adaptativa.

La respuesta innata es la primera linea de defensa, es rapida, comprende
procesos de inflamacién, fagocitosis y complemento, entre otros. Estos
mecanismos son especificos a estructuras comunes en microorganismos
relacionados entre si. (Abbas, et al., 2022) La respuesta adaptativa, por el
contrario, es altamente especifica e inducible, pero tardia (Janeway CA Jr, 2001).
Al reconocer a un patdgeno, los mecanismos humorales y celulares de la
respuesta adaptativa se activan para eliminarlo, este proceso puede tomar de 1-2

semanas (Farber, et al., 2016).

Respuesta Inmune Adaptativa

Consiste en la respuesta mediada por linfocitos B y T, células que reconocen
antigenos mediante receptores altamente especificos y que activan los

mecanismos humorales y celulares para controlar infecciones.

Los linfocitos B, son mediadores de la inmunidad humoral, capaces de producir
anticuerpos, reconocer antigenos extracelulares y de diferenciarse en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos. Los linfocitos T, reconocen antigenos de
microorganismos intracelulares y antigenos insolubles de la superficie celular, son

mediadores de la inmunidad celular.

La respuesta adaptativa empieza con el reconocimiento de un antigeno por células
B o T, las cuales se activan y proliferan generando clones antigeno-especifico
(expansion clonal). Después, en la fase efectora de la respuesta, el antigeno es
erradicado, y los linfocitos se diferencian en células efectoras y de memoria,
finalmente las células efectoras mueren y solo las células de memoria sobreviven
(Figura 1).




La formacion de células especializadas que persisten en ausencia del antigeno
que las indujo, es decir la memoria inmunolégica, es la consecuencia mas
importante de la respuesta adaptativa. De esta forma, la respuesta ante un
segundo encuentro con el patbgeno se da con mayor rapidez y magnitud (Netea,
et al., 2019). Los linfocitos B, pueden diferenciarse en células plasmaticas capaces

de producir anticuerpos, es por lo que se hablara con mas detalle de ellos.

Figura 1. Fases de las respuestas inmunitarias adaptativas.
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Nota: Adaptado de Development of adaptive immune responses (p. 1-11), por Abbas, Abul K.,
et al., 2022. Inmunologia celular y molecular (8a. ed.), Elsevier Health Sciences.

Respuesta de Linfocitos B y anticuerpos.

Los linfocitos B son células que se desarrollan en la médula 6sea y pueden
encontrarse mayoritariamente en tejidos linfoides y en la sangre Las clonas de
estos linfocitos producen anticuerpos diversos que sirven como receptores de
antigenos en la superficie de la célula, o moléculas efectoras de la respuesta

adaptativa; siendo también responsables de producir la mayoria de los anticuerpos




de afinidad alta, asi como de dar lugar a los linfocitos B de memoria que protegen

al individuo de reinfecciones por un mismo microorganismo (Abbas, et al., 2022)

Los anticuerpos, son glucoproteinas pertenecientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (lgs). Pueden encontrarse unidos a la membrana en la superficie
de los linfocitos B donde actian como receptores para el antigeno, el
reconocimiento de un antigeno lleva a la activacion de los linfocitos B naive, lo
cual inicia la respuesta humoral. Los linfocitos B activados se diferencian en
células plasmaticas que secretan anticuerpos de la misma especificidad que el
receptor de antigeno. Los anticuerpos secretados estan presentes en el plasma,

secreciones mucosas Y fluidos intersticiales.

La estructura de los anticuerpos es similar para ambas formas, de membrana y
solubles. Estan compuestos de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas
pesadas idénticas. Ambas cadenas contienen un dominio Ig, que consiste en
residuos de aminoacidos plegados en un motivo globular, unidos por un puente
disulfuro (Figura 2). Al ser tratados con papaina se separan en dos partes por la
region de bisagra, resultando una region Fab (por sus siglas en inglés, Fragment
antigen binding) y una region Fc (Fragmento cristalizable).

Figura 2. Estructura del anticuerpo.

1, Y,0,0, O ¢ KO A

unién del™ S—S
antigeno §—S-
-S S
o | | [
I
N | | &
s sl o)
e
=S Sﬂ Fc
| |
S SH
-
CO0 COO~

Nota:Vw; Cadena Pesada Variable V.: Cadena Ligera Variable. Fab: Fragmento de unién al antigeno. Fc:
C.: Cadena Pesada Constante. C.: Cadena Ligera Constante. V.: Cadena Pesada. Adaptado de
Inmunoglobulina por Kuby Immunology, 6th ed. 2007.
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La region Fab esta formada por un dominio variable y uno constante de las
cadenas ligera y pesada. Contiene el sitio donde se puede unir un antigeno, el

paratopo, formado por los dominios variables de las cadenas pesada y ligera.

La region Fc esta compuesta por dos cadenas pesadas de dos o tres dominios
constantes segun la clase del anticuerpo. La regiéon Fc también se une a varios
receptores celulares, como los receptores Fc, o las proteinas del complemento. Al
hacerlo, media diferentes efectos fisioldgicos, como la opsonizacioén, la lisis celular

y la desgranulacion de mastocitos, basofilos y eosindfilos.

De acuerdo con la cadena pesada que contengan se clasifican en clases o
isotipos, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (a, &, €, y 0 u respectivamente). Las clases IgA e
IgM, pueden formar dimeros y pentameros respectivamente, debido a la
capacidad que tienen las cadenas a y u de unirse entre si, tienen ademas una
glicoproteina denominada Cadena J (por su nombre en inglés, Joining Chain) que

les permite realizar estas uniones (Figura 3). (Abbas, et. al., 2022)

Figura 3. Clases de anticuerpos.

] Cadena Ligera (L) IgM

B catins o) \V/%
N ®,
U VA i ‘S M s

© Encyclopaadia Britannica, Inc,

Nota: Adaptado de Classes of antibodies por Encyclopaedia Britannica
https://www.britannica.com/science/colloid#/media/1/27783/17661
Al entrar en primer contacto con un patdgeno, los linfocitos secretan anticuerpos
de tipo IgM de afinidad baja a moderada. Los anticuerpos que se producen en
respuesta a un segundo encuentro con un patdégeno o a la vacunacion son de

afinidad alta. Los linfocitos Tw estimula la produccion de dichos anticuerpos,
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mediante un proceso llamado maduracién de la afinidad y ayuda a mejorar la
calidad de la respuesta humoral. Ademas de la afinidad alta, los anticuerpos
producidos al segundo contacto con un antigeno tienen una clase diferente, es
decir, son de tipos IgG, IgA o IgE, los cuales tienen mayor vida media y difusion

sistémica y extravascular que los IgM (Janeway CA Jr, 2001).

Dependiendo del antigeno que estimule al linfocito B, los anticuerpos generados
tendran el mismo sitio de unidn que el receptor en el linfocito B. Los polisacéaridos
estimulan generalmente la generacion de anticuerpos de clase IgM, mientras que
las proteinas inducen la produccion de diferentes clases (IgG, IgA, IgE) en un

proceso llamado cambio de clase.

La via por la que los linfocitos B son activados depende del tipo de antigeno que
induzca la respuesta. Las respuestas dependientes de linfocitos T (TD), son
inducidas por antigenos proteicos y conllevan la presentacion de antigeno y la
interaccion de linfocitos B sensibilizados con antigeno, con linfocitos Th CD4+ que
llevan al desarrollo de centros germinales, con la subsecuente produccion de Igs
de alta afinidad y cambio de isotipo (Pone, White, & Zan, 2012)

Las respuestas independientes de linfocitos T (TI) son inducidas por antigenos con
estructuras repetitivas y de peso molecular alto, que producen respuestas de
células T débiles o nulas. Estos antigenos se dividen en dos categorias, los
antigenos Tl tipo |, esencialmente Patrones Moleculares Asociados a
Microorganismos (MAMP) que pueden activar policlonalmente a los linfocitos B, y
los antigenos TI tipo Il (TI-ll), que consisten en epitopos repetitivos de baja
complejidad, como los polisacaridos capsulares bacterianos, que pueden
entrecruzar BCR y permiten la activacién directa del linfocito B (Lange, et. al,
2012). A pesar de ser independientes de los linfocitos T, la respuesta TI-Il esta
influenciada por células Th CD4+, que promueven el cambio de IgM a otras clases
(Mongini, Paul, & Metcalf, 1982).

Es importante mencionar que las respuestas de anticuerpos suelen generar
repertorios de anticuerpos y clonas de células productoras de los mismos que
permaneceran en el organismo por periodos que pueden abarcar varios afos o

incluso permanecer durante toda la vida.




Memoria Inmunoldgica

De forma simple, puede entenderse como la capacidad de montar una respuesta
inmunoldgica mas eficiente a un segundo encuentro con un antigeno. La memoria
inmunitaria se debe a que cada exposicidbn a un antigeno genera células de
memoria de larga vida especificas frente al antigeno, que son mas numerosas que
los linfocitos virgenes. Los linfocitos B de memoria, sintetizan anticuerpos que se
unen a los antigenos con afinidad superior a los producidos en las respuestas
inmunitarias primarias y los linfocitos T reaccionan mas répida y enérgicamente
que los linfocitos T virgenes. Esto se logra a través de cambios somaticos,
conservados a lo largo de las divisiones celulares, y de la proliferacién clonal de
linfocitos. De tal manera que la memoria inmunoldgica consta de dos respuestas,
una primera respuesta efectora que se extingue, seguida de una segunda

respuesta inmune efectora de mayor intensidad (Figura 4).

Figura 4. Especificidad, memoria y contraccion de las respuestas inmunitarias adaptativas.
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Nota: Los antigenos X e Y activan diferentes clones de células B e inducen la produccion de diferentes
anticuerpos (especificidad). La respuesta secundaria al antigeno X es mas rapida y mas grande que la
respuesta primaria (memoria). Los niveles de anticuerpos disminuyen con el tiempo después de cada
inmunizacién (contraccion, el proceso que mantiene la homeostasis). Las mismas caracteristicas se
observan en las respuestas inmunitarias mediadas por células T. Adaptado de Specificity, memory, and
contraction of adaptive immune responses. (p. 1-11), por Abbas, Abul K., et al., 2022. Inmunologia
celular y molecular (8a. ed.), Elsevier Health Sciences.
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Para estudiar la memoria inmunolégica deben considerarse diversas
caracteristicas, como la fuerza, que mide el aumento en la intensidad de la
segunda respuesta inmunologica en comparacion con la primera respuesta. La
duracion, que mide el tiempo que se mantiene la capacidad de generar una
respuesta mas fuerte después del segundo estimulo. La velocidad, que
representa el grado con que incrementa la rapidez de la segunda respuesta tras
un estimulo en comparacion con el primero y la especificidad, que muestra si la
respuesta a un antigeno es igual de especifica a un antigeno tras un segundo

estimulo o si este atributo cambio (Pradeu & Du Pasquier, 2018).

La memoria de anticuerpos se caracteriza tradicionalmente por la presencia de
anticuerpos IgG desarrollados en un individuo sensibilizado a un antigeno después
de la inmunizacién o por la maduracion de la afinidad de esos anticuerpos por su

antigeno.

Para fines de evaluacion de la respuesta inmunolégica hacia los antigenos
presentes en una vacuna, el método mas simple para demostrar la memoria es el
aumento de la concentracion y el predominio de IgGs después de una dosis de

refuerzo. (Keith P. Klugman, Ron Dagan, Richard Malley, 2018)

Afinidad

La afinidad de un anticuerpo se debe entender como la fuerza con la que el
anticuerpo se une con su antigeno, especificamente entre el paratopo presente en
el anticuerpo y un epitopo especifico en el antigeno. Esta fuerza de union puede

sufrir cambios como resultado de encuentros subsecuentes.

Al medir este parametro se puede obtener informacion sobre el desarrollo de los
linfocitos B de memoria y la actividad funcional de los anticuerpos (Russell, et al.,
2011). El cuantificar esté parametro es de suma utilidad para evaluar la efectividad
de la medida de vacunacion que se implementé en un paciente, lo que en
consecuencia puede ayudarnos a clasificar la respuesta global que tiene el

organismo inmunizado a un antigeno determinado o grupo de ellos.

La evaluacion de este parametro cobra relevancia cuando consideramos que

bajas cantidades de anticuerpos de alta afinidad son suficientes para eliminar
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bacterias, mientras que se requiere de grandes cantidades de anticuerpos de baja

afinidad para eliminar efectivamente a las bacterias. (Russell, y otros, 2011).

Sin embargo, no es claro para el clinico la utilidad que tiene en su practica el medir
la afinidad con precision, y el escenario se complica cuando se vuelve necesario
hacer una valoracién de este tipo frente a varios antigenos para interpretar la

respuesta global hacia un grupo de antigenos.

Una forma de evaluar afinidad es mediante el uso de ensayos que pongan a
prueba la fuerza de union del complejo antigeno-anticuerpo, por lo que se puede
determinar de forma indirecta al medir la proporcion de complejos que perduran
después de utilizar agentes quimicos que tengan la capacidad de debilitar o
interrumpir dicha union. Entre estos agentes disociantes se encuentran el

tiocianato, la dietilamina o la urea.

Errores Innatos Humanos de la Inmunidad (ElI)

Antes llamados inmunodeficiencias primarias, son un grupo de enfermedades
caracterizadas por anormalidades del sistema inmunolégico, causadas por
defectos genéticos que alteran los mecanismos de defensa de la inmunidad innata

y adaptativa. (Velasquéz-Ortiz, O'Farril-Romanillos, & Berrén-Ruiz, 2020)

Ademas de las anteriores, también existen otros grupos de padecimientos que son
las inmunodeficiencias secundarias, ocasionadas por factores externos que al ser
eliminados del organismo afectado este puede recuperar la funcidon plena del
sistema inmunoldgico. Algunos ejemplos de estos factores externos son: el uso de
farmacos, radiaciones, desnutricién, etapas fisioldgicas, o enfermedades crénicas,
gue se presentan en personas con un sistema inmunolégico normal. (Alsina

Manrique de Lara & Santos-Diez Vazquez, 2019).

En general, los Ell se manifiestan como la ausencia, falla, disminucion o
desregulacion de los componentes del sistema inmune y predisponen a mayor

incidencia de infecciones. (Seoane Reula & de Arriba Méndez, 2019)




Los Ell se clasifican segun su fenotipo clinico e inmunoldgico, los mas comunes
son trastornos de anticuerpos o inmunodeficiencias humorales (56.66%), mientras
que el resto incluye defectos celulares de poblaciones y subpoblaciones
leucocitarias, y defectos en componentes de la respuesta innata. y se
caracterizan por la ausencia de todas las subclases de anticuerpos o por
deficiencia selectiva de una clase o subclase de anticuerpos. (Velasquéz-Ortiz,
O'Farril-Romanillos, & Berron-Ruiz, 2020)

Inmunodeficiencia de Anticuerpos Especificos (SAD)

Este tipo de inmunodeficiencia primaria implica que un individuo es incapaz de
producir una respuesta adecuada de anticuerpos hacia un antigeno. Ya sea
porque los anticuerpos se encuentren disminuidos, no funcionen adecuadamente
0 incluso estén ausentes para dicho antigeno, en situaciones donde deberian

estar presentes, como después de una inmunizacion o infeccién.

Las causas intrinsecas a este problema permanecen desconocidas y el
entendimiento de esta enfermedad y sus mecanismos se ha limitado (con mucho
éxito) por el momento a la identificacién de los casos y el manejo clinico de cada
uno de ellos manera individual. Todo lo sefialado aqui hace que su abordaje
diagnostico sea complicado, y peor adn, la mayor parte de las veces no se
sospecha de que esta enfermedad puede ser la causa subyacente, por lo que con
mucha frecuencia el tratamiento se limita a solo dar tratamiento a la infeccion en

Curso.

La SAD puede predisponer a infecciones provocadas por un solo patdégeno, tal es
el caso de los pacientes con Inmunodeficiencia de Anticuerpos Especificos para
antigenos polisacéridos capsulares, quienes presentan infecciones recurrentes en
la via respiratoria alta provocadas por microorganismos como Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Branhamella catarrhalis o Staphylococcus

aureus; producidas por un defecto en la respuesta de anticuerpos IgG.

De los anteriores, el neumococo es el segundo causante de neumonias adquiridas
en la comunidad (NAC) que requieren hospitalizacion, después del Virus Sincicial
Respiratorio (VSR). Este tipo de infecciones son las principales causas de




hospitalizacion y muerte en los menores de 5 afios. Ademas, en la Region de las
Ameéricas, el S. pneumoniae es el principal responsable de las meningitis

bacterianas. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2022)

El elemento determinante de la virulencia del neumococo es la capsula compuesta
de polisacéaridos y es importante sefialar que, en funcion de estos compuestos se
basa el sistema de serotipificacion de este microorganismo. De los 95 serotipos de
polisacéaridos, 11 serotipos causan el 75% de las infecciones invasoras en nifios
(Secretaria de Salud, 2017).

La infeccion por neumococo tiene una incidencia en las Américas, de 358 casos
por 100 000 nifios (301-441) en 2015 y provoco 5700 muertes (3600-7800). Estas
infecciones representan un problema importante de salud publica y es por ello por
lo que se han desarrollado mdultiples vacunas para evitar complicaciones por esta
infeccion. Estas vacunas son polivalentes, ya que como se mencionan los
serotipos que las provocan son diversos. Las vacunas disponibles contienen de 10
a 23 serotipos de polisacaridos responsables del mayor niumero de infecciones (o
las mas virulentas/ de mayor impacto/graves). En las vacunas de 10 y 13
serotipos, los polisacéridos estdn unidos a proteinas, permitiendo que los infantes
menores a dos afios puedan responder a ellas. Mientras que en la vacuna 23
valente, se utilizan polisacaridos puros, la respuesta inmunolégica a esta vacuna

se da por la via T independiente, mencionada anteriormente.

Por definicién la SAD a los antigenos polisacaridos de neumococo, se define como
la ausencia o insuficiencia de respuesta a los antigenos de la vacuna
neumocdccica polisacarida 23 valente (PPSV23). Los criterios para establecer las
caracteristicas de la respuesta se mencionaran mas adelante.Una consideracion
relevante para el abordaje de esta enfermedad es que en ocasiones la SAD sera
la entidad patologica responsable en tu totalidad de los eventos de enfermedad
gue padece el paciente, sin embargo, en otros casos, como parte de otras
enfermedades; también se puede atribuir a anormalidades moleculares congénitas
(Sorensen & Edgar, 2019)

Las enfermedades donde también se puede presentar SAD son Wiskott Aldrich,

Sindrome FILS que es la sigla en inglés de dimorfismo facial leve (rasgos faciales




anicos), inmunodeficiencia, livedo (cambio de color de la piel) y baja estatura;
deficiencia de IgG2, sindrome hiper-IgE, asplenia congénita y deficiencia selectiva
de IgA (sin deficiencia de subclases de IgG). Los pacientes con los padecimientos
mencionados previamente comparten la caracteristica de tener concentraciones

de IgG normales (Picard, y otros, 2015).

Clinicamente, los pacientes con SAD para polisacaridos de neumococo presentan
infecciones recurrentes en la via respiratoria alta, sinusitis, otitis 0 neumonias; asi
como enfermedades atopicas como asma o dermatitis atdpica (Sorensen, 1997).
En estos pacientes las concentraciones de inmunoglobulinas y subclases de 1gG
son normales, sin embargo, tienen una respuesta deficiente a distintos serotipos
de polisacarido capsular de neumococo. Presentan también, una respuesta
adecuada a las vacunas conjugadas de polisacéaridos (PCV). A partir de este punto
se referirh como SAD a la deficiencia especifica de anticuerpos anti-polisacarido

de neumococo.

Diagnostico de la SAD

Las personas que padecen SAD contra antigenos presentan infecciones
recurrentes de la via respiratoria entre las que se encuentran: otitis o sinusitis
recurrentes o de dificil control, neumonias por bacterias extracelulares o
infecciones por Streptococcus pneumoniae, asi como asma de dificil control entre

otras manifestaciones clinicas. (Jeffrey Modell Foundation, 2016).

Es importante reiterar que el abordaje de estos pacientes se debe hacer con
estudios de inmunoglobulinas y subclases de IgG, para descartar cualquier otro
tipo de EIll, asi como evaluar la respuesta a antigenos proteicos. Si en estos
estudios se encuentran valores normales, se debe hacer la evaluacion de

Anticuerpos Anti-Polisacéaridos (Ac PSP).

Esta evaluacion se hace en nifios mayores a dos afios porque, aunque los
pacientes recién nacidos e infantes producen anticuerpos contra vacunas de
antigenos proteicos, los individuos menores a dos afios tienen una capacidad

limitada para montar respuestas de anticuerpos contra antigenos polisacéaridos y




frecuentemente se les considera como incapaces de responder a este tipo de

antigenos.

Para establecer el diagndstico de esta enfermedad se evalla la concentracién de
anticuerpos IgG contra serotipos polisacéaridos individuales, antes y después de la
inmunizaciéon con la Vacuna PPSV23, una preparacion de polisacaridos
capsulares de cepas de Streptococcus pneumoniae que contiene 23 serotipos. El
diagnostico se realiza comparando la cantidad de anticuerpos IgG antes de la

vacunacion, con la cantidad encontrada después de que se ha aplicado la vacuna.

Para la cuantificacion de estos anticuerpos se utiliza el método de ELISA de
tercera generacion estandarizado por la OMS (Training manual for Enzyme linked
immunosorbent assay for the quantitation of Streptococcus pneumoniae serotype
specific IgG (Pn PS ELISA). (007sp Version)), que conlleva la absorcion de los
sueros de los pacientes con antigeno polisacarido de pneumococo-C y con el

antigeno polisacarido serotipo 22 (World Health Organization, 2000).

Se considera una respuesta protectora, en pacientes de 2 a 5 afios, si después de
la inmunizacién, presentan una concentracion de anticuerpos hacia los PSP de la
vacuna igual o mayor a 1.3 mg/L en al menos el 50% de los serotipos
polisacaridos evaluados de la vacuna; en pacientes mayores de 6 afios, la
respuesta normal se considera al presentar la concentracion ya mencionada para

un 70% de los serotipos polisacaridos (Sorensen, 1997.).

Clasificacion de SAD

Dependiendo de la edad de los pacientes y de la respuesta que tengan a los
serotipos de polisacarido se puede clasificar esta inmunodeficiencia en grave,
moderada o de memoria (Bonilla, y otros, 2014). En la Tabla 1, se muestran los
criterios empleados para clasificar la severidad de SAD.

Ademas de este defecto inmunoldgico, se puede identificar a pacientes
transitorios, definidos por Sorensen (1997) como pacientes con respuesta inicial
deficiente hacia polisacaridos, que tras una segunda evaluacion tienen una

respuesta normal.




Tabla 1. Tipos de respuesta a la vacuna de Polisacaridos de Pneumococo (Tomada y modificada de
Sorensen & Edgar, 2019)

Fenotipo Edad <6 afios Edad > 6 afios
Concentracion >1.3mg/L para Concentracion >1.3mg/L para <70%
Moderada _ _
<50% de los serotipos de los serotipos
Severa Concentracién 21.3mg/L para menos de 2 de los serotipos
Memoria Pérdida de la respuesta entre 6 a 12 meses.

Tratamiento de SAD

El tratamiento de SAD debe realizarse en funcion del comportamiento clinico
siempre atendiendo la clasificacion realizada con el estudio de cuantificacion de

anticuerpos.

Como primera linea y consideracion se deben tratar adecuadamente las
infecciones agudas con el uso de antibidticos y si es necesario, usar antibioticos
profilacticos. También se deben controlar o erradicar aquellas otras condiciones
gue predispongan a afecciones sinopulmonares, tales como el asma, la alergia y

rinitis (Perez, Bonilla, Orange, & Ballow, 2017).

En aquellos casos en los que el esquema de vacunacion con la vacuna conjugada
esté incompleto, se recomienda inmunizar con PCV seguido de PPSV23 en
pacientes que no han desarrollado anticuerpos en respuesta a infeccion natural, si
no se encuentra disponible, la aplicacion Unica de PPSV23 es efectiva. (Sorensen
& Edgar, 2019).

Si el esquema con la vacuna conjugado esta completo se recomienda la
administracion de una dosis de la PPSV23, que ayuda a mejorar la concentracion
de anticuerpos en estos pacientes, asi como su estado clinico (Estrada, Najera,
Pounds, Catano, & Infante, 2016).




En los casos en donde los pacientes con SAD severa cursen con infecciones
graves, se recomienda el uso de la terapia de reemplazo de IgG; la dosis
recomendada es de 400 mg/kg y se ajusta con base en la respuesta clinica a la
terapia. (Perez, Bonilla, Orange, & Ballow, 2017).

Asmay Alergia

Alergia implica todas las formas de hipersensibilidad con consecuencias
perjudiciales para el huésped. Se asocia con una mayor produccion de
anticuerpos IgE y/o reactividad especifica alterada en respuesta a exposiciones
continuas a alérgenos, generalmente proteinas, que promueven la sensibilizacion.
(Cantani, 2000)

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por un estado de
hiperreactividad de las vias respiratorias producido por diversos estimulos, los
cuales no causan trastornos en la mayoria de los sujetos sanos, lo que en

consecuencia conduce a una enfermedad difusa.

La hiperreactividad conlleva la obstruccion de las vias aéreas, parcial o totalmente
reversible, ya sea espontaneamente o después del tratamiento. Se diagnostica
clinicamente cuando sus sintomas pueden revertirse con un agonista 2 de accién
corta (SABA) y ningun otro trastorno causa la obstruccién del flujo de aire (Azmeh,
y otros, 2020). Puede verse exacerbada por infecciones virales, rinitis, sinusitis,
enfermedad por reflujo gastroesofagico, apnea del suefio y obesidad, asi como por
alérgenos y medicamentos. Para pacientes con reacciones alérgicas graves
(anafilaxia) inducidas por alimentos, el asma coexistente es un factor de riesgo
para sufrir reacciones mas intensas o, incluso, fatales. (Colegio Mexicano de

Inmunologia Clinica y Alergia, 2017)

Hasta la fecha, el asma es una enfermedad pediatrica grave que afecta a un gran
namero de infantes durante sus primeros afios de vida, lo que requiere curas
tempranas y especificas (Cantani, 2000). EI asma pediatrica genera gastos
econdémicos importantes debido a las recurrentes visitas al médico, las

complicaciones y la fuerte inversion en medicamentos.




Es importante mencionar que en todos los casos anteriores una caracteristica
compartida es la presencia de procesos inflamatorios que por ocurrir
principalmente en las mucosas respiratorias comprometen su integridad, por lo
que al estar expuestas al contacto permanente con microorganismos (ajenos o de
la propia microbiota) estas condiciones pueden condicionar o predisponer a que se
infecten con mayor frecuencia a la observada en individuos de las mismas

caracteristicas de edad y sexo que estén libres de dichos problemas.

Este hecho por si solo es determinante para entender el problema del que
hablamos en el presente trabajo, ya se mencion6 previamente que no se suele
sospechar a la SAD como la causa responsable de que un paciente curse con
infecciones de repeticion del tracto respiratorio, esta situacion se acentlia ain mas
cuando hablamos de pacientes que padecen una enfermedad que por sus
caracteristicas clinicas permite explicar por qué cursa con una frecuencia atipica

de infecciones respiratorias; tal es el caso del asma y alergia.

Por ese motivo se vuelve necesario el poner en evidencia la prevalencia de SAD
en aquellos pacientes con asma y alergia que cursen con infecciones de
repeticion. El elucidar la prevalencia de SAD en los casos de pacientes con asma
y alergia puede ayudar a eliminar el sesgo del médico tratante lo que permitiria en

un principio dar acceso a un tratamiento adecuado y oportuno a todos esos casos.




JUSTIFICACION

Los pacientes pediatricos sufren comunmente de infecciones en el tracto
respiratorio, por lo que es usual definirlo como algo normal, algo pasajero, que se
superara una vez que el infante crezca al haberse desarrollado completamente el
sistema inmunoldgico (Sl), sin embargo, hay pacientes cuya frecuencia de
infecciones se debe no a la inmadurez del Sl sino a defectos de este, los cuales

persistiran durante toda la vida del paciente.

Dentro de estos defectos, llamados inmunodeficiencias, se encuentra la
Inmunodeficiencia de Anticuerpos Especificos (SAD), un padecimiento dificil de
diagnosticar debido a lo ya mencionado y principalmente a que sus caracteristicas
clinicas no difieren de las de otras inmunodeficiencias primarias, aunado a esto el
conocimiento sobre este padecimiento es escaso incluso entre los profesionales
de la salud. Por lo que los nifios cursan con infecciones recurrentes de forma
indefinida que requieren tratamiento con antibidtico (en algunos casos
intravenosos), o de hospitalizacion, generando importantes gastos médicos en
familias de diversos estratos econémicos. Ademas, esta enfermedad puede llevar
a complicaciones severas o poner en riesgo la vida del paciente.

Por esto, este trabajo se enfoca en realizar la prueba ELISA para detectar
Anticuerpos Anti-polisacaridos, a pacientes con Asma y Alergia, ademas de aplicar
la vacuna PPSV23 para hacer el diagnostico de SAD. Permitiendo mejorar la
calidad de vida de estos pacientes al identificar a pacientes que requieren de un
tratamiento especifico para SAD, asi como reducir las infecciones con la
aplicacion de la vacuna., lo que lleva a una reduccion en los gastos que efectian
estas familias en medicamentos, hospitalizaciones, pérdidas de dias de trabajo,

etc.

Para los pacientes con SAD la realizacion del estudio es determinante para poder
ser diagnosticados y empezar a recibir tratamiento con gammaglobulina, y ayudar

a disminuir las infecciones.




HIPOTESIS

Los pacientes pediatricos con asma y/o alergias, que cursan con infecciones

recurrentes en vias respiratorias altas padecen también SAD, siendo esta

condicion la causante de las infecciones.

OBJETIVOS

Objetivo general. Determinar la respuesta de anticuerpos IgG anti-polisacaridos

de neumococo previa y posterior a la inmunizacion con la vacuna neumocdccica

polisacarida 23 valente (Pneumococcal Polysaccharide Vaccine, PPSV23) en

pacientes pediatricos con asma y alergia, e infecciones respiratorias recurrentes.

Objetivos particulares.

Evaluar las concentraciones de anticuerpos anti-polisacaridos en las
muestras de los pacientes pre y post inmunizacion con PPSV23.

Realizar un ensayo de afinidad de los anticuerpos producidos post-
vacunacion.

Determinar si las infecciones recurrentes en el tracto respiratorio superior
se deben a la incapacidad de generar anticuerpos a los polisacéaridos de
neumococo 0O si estdn asociadas a la condicion de asma y alergia de los
pacientes.

Determinar si factores como la edad, el sexo e inmunizaciones previas con
la Vacuna Conjugada de Polisacarido influyen en la respuesta a la PPSV23
Apoyar en el diagndstico de SAD en pacientes con asma y alergia, con
infecciones recurrentes de tracto respiratorio superior, mediante la
realizacion de la prueba ELISA antes y después de la aplicacion de la
vacuna PPSV23.




METODOLOGIA

Seleccidon de Pacientes y Obtencion de muestras

Criterios de Inclusion.

El grupo de estudio (Alergia, Asma e IVRS) incluyé pacientes pediatricos de
edades entre 2 y 11 afos, con infecciones recurrentes del tracto respiratorio
superior con diagnostico de alergia y asma, y con concentraciones de
inmunoglobulinas, subclases de IgGs y anticuerpos anti-proteicos normales. Como
grupo Control, se incluyeron pacientes con Alergia y Asma sin IVRS con
concentraciones de inmunoglobulinas, subclases de 1gGs y anticuerpos anti-

proteicos normales.
Criterios de Exclusion.

Pacientes con solo asma o alergia, que hayan recibido una dosis previa de la

vacuna PPSV23, que estén o hayan estado bajo tratamiento con gammaglobulina.
Criterios de Eliminacion.

Pacientes que después de la primera toma de muestra hayan recibido tratamiento

con gammaglobulina. Pacientes que no regresaron a la segunda toma de muestra.
Obtencién de muestras.

Se utilizaron 5 mL de sangre completa, obtenida por punciéon venosa de los
pacientes, previa a la vacunacion con PPSV23, esta muestra fue centrifugada a
2000 rpm por 20 min, el suero obtenido se almacend en viales con 300 uL de
suero, a -70°C. Posteriormente, a los pacientes de ambos grupos, se aplicé la
vacuna PPSV23 (PULMOVAX 25 ug/0.5 mL). Pasado un mes de la inmunizacion, se

obtuvo otra muestra de sangre, que se traté de la misma forma que la anterior.




Cuantificacion de anticuerpos y Prueba de afinidad

ELISA

Para cuantificar los anticuerpos en las muestras pre y post vacunacion se utilizd
una ELISA indirecta de tercera generacion de acuerdo con el protocolo de la OMS:
Training manual for Enzyme linked immunosorbent assay for the quantitation of
Streptococcus pneumoniae serotype specific IgG (Pn PS ELISA) (World Health
Organization, 2000).

Sensibilizacion

Se sensibilizaron las placas con 100 pL/pozo de los antigenos polisacéridos de
neumococo, un serotipo por pozo, 1, 3, 4, 5 6A, 6B, 8, 9V, 11A, 14, 18C, 19A, 19F,
22F y 23 a una concentracién de 10mg/L, cada uno disuelto en PBS 1X, seguido

de incubacion a 4°C por 18h.
Blogueo

Después de la sensibilizacion se desecho el contenido de la placa y se agregd 200
pL/pozo de la solucion de bloqueo (Leche en polvo baja en grasas, al 3%; PBS 1x)
a la placa; el estandar de anticuerpo fue pre-absorbido con PSP-C (10ug/L) y se
hicieron tres diluciones de este (1:100, 1:200 y 1:300) con solucion de bloqueo.
Las muestras séricas de los pacientes se pre-absorbieron de igual forma y se
agreg6 ademas PSP-F (30ug/L); las muestras pre-vacunacion se diluyeron 1:300 y
las muestras post-vacunacion 1:600. Tanto las placas como los sueros se

incubaron a 37°C por 90min.
Primera Reaccion Antigeno-Anticuerpo

Tras la incubacion se lavd la placa para eliminar la solucion de bloqueo. Se
elaboro la curva de calibracion realizando 8 diluciones seriadas 1:2 de las
disoluciones 1:100, 1:200 y 1:300 del estandar de anticuerpo, y se agregaron las
muestras de sueros de los pacientes a los pozos de la placa. Tras un periodo de
incubacion a 37°C por 1 h 30 min, se realizaron tres lavados con Tween 0.05%,
PBS1x (Solucion de Lavado).




Adicion de Anticuerpo Secundario

Se agregdé 100 pL/pozo de anticuerpo secundario anti-lgG humano acoplado a
peroxidasa de rabano picante (1:5000), y se dejo incubar por 1h 30 min a 37°C,

posterior a esto se realiz6 otro ciclo de lavados con la solucion de lavado.
Revelado y Obtencion de Resultados

Finalmente se agrego el sustrato ODP y H202 (5uL H202/10mL) a las placas y tras
15 min se detuvo la reaccion con 25pL de H2SO4 (2M). Las placas se leyeron a
490 nm en un espectrofotometro EPOCH de la marca BioTek. Con los datos de
Densidad Optica (D.O.) de cada muestra se calculd la concentracion de

anticuerpos con la Curva de Calibracion construida (Figura 5).

Figura 5. Ejemplo de Curva de Calibracion para Anticuerpos Anti-PSP 11A.
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Nota: Curva de Calibracion de la Concentracion de Anitcuerpos Anti-PSP 11 A

Prueba de Afinidad

El indice de afinidad de los anticuerpos se evalu6 en 14 pacientes, siete del Grupo
IVRS y siete del Grupo Control, usando la técnica ELISA descrita anteriormente
modificada para incluir un paso de disociacion de los anticuerpos previo a la

adicién del anticuerpo secundario. La disociacién de anticuerpos se realiz6 al

26



agregar 100 pL de Urea 6 M con incubacién a 37°C por 30 min. Posterior a este
paso, se hizo un ciclo de lavados y se continu6 con el procedimiento de ELISA

antes mencionado.

Interpretacion de Resultados

Se clasificé a los pacientes como SAD, No SAD y Transitorios, con base en los
resultados de la ELISA y los criterios diagnésticos ya mencionados. Los pacientes
con Concentracion de Anticuerpos (Cac)<1.3 mg/L post vacunacion para mas del
50% de los serotipos PSP se clasificaron como SAD. Los pacientes No SAD
fueron aquellos de 2 a 5 aflos con Cac=1.3 mg/L para al menos el 50% de los
serotipos; en pacientes mayores a 6 afios se consider6 como No SAD a los que
presentaron 70% de los serotipos con Cac 21.3 mg/L. Los pacientes Transitorios
fueron aquellos que presentaron concentraciones bajas de anticuerpos en la
prueba pre-vacunacién, pero cuyos resultados se elevaron a concentraciones

mayores o iguales a 1.3 mg/mL después de la aplicacién de la vacuna.

El indice de Afinidad (IA) se obtuvo al dividir la Cac entre la Cac al agregar Urea.
De acuerdo con ese resultado se determiné si los anticuerpos tenian Afinidad Baja
(IA>0.4), Media (0.4< 1A <0.49) o Alta (IA=0.5).




RESULTADOS

Para cumplir el primer objetivo se realiz6 la prueba ELISA en el Instituto Nacional

de Pediatria, con la que se determin6 la Concentracion de Anticuerpos Anti-

Polisacéaridos antes y después de la aplicacién de la vacuna PPSV23. De los 30

pacientes, 20 eran varones y la mayor parte tenia entre 2 a 5 afios (Tabla 2). Se

encontraron casos de SAD en el grupo con Asma, Alergia e IVRS, asi como

pacientes Transitorios, a diferencia del grupo control donde todos los pacientes

fueron clasificados como No SAD (Tabla 3).

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes del estudio

Asma, Alergia

Asma, Alergia e IVRS

N (%) N (%)

Pacientes 15 (100) 15 (100)
Edad

2 a5 afios 6 (40) 10 (66.67)

>5 afios 8 (53) 5 (33.33)

No disponible 1(3) 0 (0)
Sexo

F 6 (40) 4 (27)

M 9 (60) 11 (73)
Vacunas Conjugadas

Esquema completo 6 (40) 5 (33)

Esquema incompleto 0 (0) 3 (20)

No aplicada 7 (47) 7 (47)

Informacién no disponible 2 (13) 0 (0)

Tipo de Consulta

INP 13 (86.67) 9 (60)

Otras Instituciones Publicas 2 (6.67) 3 (20)

Instituciones Privadas 0 (0) 3 (20)
Procedencia

CDMX 4 (26.67) 9 (60)

Estado de México 3 (20) 3 (20)

Interior de la Republica 1(6.67) 3 (20)

Informacioén no disponible 7 (46.67) 0 (0)




Tabla 3. Clasificaciéon por ELISA de los pacientes.

Asmay Alergia Edad Asma, Alergia e IVRS Edad

Clasificacion  (Grupo Control) x (Grupo de Estudio) x
N (%) (afios) N (%) (afios)

SAD 0 (0) - 3 (20) 5.1

No SAD 15 (100) 6.0 4 (27) 4.1

Transitorios 0 (0) - 8 (53) 4.6

En el Grupo IVRS, el 37.6% de los pacientes obtuvo concentraciones protectoras
de Anticuerpos Anti-Polisacarido (Cac) previos a la administracion de la vacuna
PPVS23; en contraste con el Grupo Control, donde los pacientes con
concentraciones protectoras pre-vacunacion fueron el 69.5%. Al comparar los
resultados posteriores a la aplicacion de la vacuna, tanto en el Grupo IVRS como
en el Grupo Control el porcentaje aumentd, siendo 83.8% para el Grupo IVRS y
92.0% para el Grupo Control (Figuras 6y 7).

La respuesta entre serotipos fue diversa, al comparar las medianas de Cac se
encontrdé que los serotipos 19A, 1 y 14 tuvieron las respuestas mas altas en las
muestras pre y post vacunacion, asi como en ambos grupos de pacientes. Como
se observa en la Figuras 6 y en la Figura 7, el serotipo 19A tiene una mediana Cac
de 5.9 mg/L Pre-vacunacién y 13.8 mg/L Post-vacunacion en el Grupo IVRS.
Mientras que en Grupo Control presenta medianas de 9.0 mg/L Pre-vacunacion y
de 46.0 mg/L Post-vacunacion.

Los serotipos con las concentraciones mas bajas de anticuerpos para ambos
grupos de pacientes pre y post vacunaciéon fueron el 3 y el 18C. El serotipo 3
presentd medianas pre-vacunacion de 1.1 mg/L (Grupo Control) y 0.4 mg/L (Grupo
IVRS); las medianas post- vacunacion fueron 4.1 mg/L (Grupo Control) y 1.6 mg/L

(Grupo IVRS), como se puede ver en las Figuras 6y 7.




dsd sodnouas
J81

"5

Vil

_1. o

a9
]

€ V6T
|

WL

o
o
3
(=)
[11]
3
—+
-
o
2,
tog S
4 o
1]
r
o0t 3
(=]
=
1]
=
1ozt 3
- w
r
3
=4
Jovt 3
a
o
3

1 09T
e

Ho'st

suAl odnig .
o0z
josuo) odnigo .
= doze

‘uoioeunoeA-aid sensanw ‘odnolss 1od dSd-iuy sodianonuy ap ugioe.uaduo) "9 einbiH




£
|

Y61
1

16T
|

dsd sodioias
JBT T Y11
|

._ .* ,

SHAI ednig .
|oazuon odnig . :

T

0o

00

) g g S
g ] g §

(1/8w) dSd-11uy sodiandijuy ap ugideIuaIUO)

5
§

‘uoloeunoea-1sod selisanw ‘odnoiss 10d 4Sd-nuy sodianonuy ap ugioenuasuo) /2 einbi4q




Una vez determinada la cantidad de anticuerpos, se hizo la determinacion del
indice de Afinidad de los Anticuerpos Anti-Polisacaridos, con el cual se encontrd
que en ambos grupos que el porcentaje de serotipos con Afinidad Baja disminuy6
en las muestras post-vacunaciéon con respecto al porcentaje hallado en los
resultados pre-vacunacion. En el grupo IVRS predominaron porcentajes altos de
anticuerpos con Afinidad Baja, con un promedio de 88.8% en la muestra pre-

vacunacion y 65.3% en la post-vacunacion (Figura 8)

El comportamiento anterior de Afinidad se presentd en casi todos los pacientes,
excepto los pacientes No SAD del Grupo IVRS, quienes independientemente de la
edad y de las vacunas PCV que tenian, no tuvieron cambios en el porcentaje de

anticuerpos con Afinidad Baja.

Figura 8. Porcentaje de Anticuerpos para Serotipos PSP con Afinidad Baja, Media y Alta por Grupos de

Estudio.
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Al comparar por grupos de edad en el Grupo IVRS el 50% de los pacientes
menores a 5 afios se clasific6 como Transitorios, mientras que los Transitorios
predominaron dentro de los pacientes mayores a 5 afios con un 60%; los
pacientes SAD corresponden al 20% de cada subgrupo (Tabla 4).




Tabla 4. Comparacion por edad de los grupos de estudio.

Asmay Alergia Asma, Alergia e IVRS
(Grupo Control) (Grupo de Estudio)
Edad
No SAD SAD Transitorios No SAD
N (%) N (%) N (%) N (%)
2 abafios 6 (40) 4 (20) 10 (50) 6 (30)
>5 afios 8 (53) 2 (20) 6 (60) 2 (20)

En el Grupo IVRS los menores de 5 aflos mostraron medianas de Cab 21.3 mg/L
para 3 serotipos PSP en las muestras pre-vacunacion y 14 serotipos en las
muestras post-vacunacion (Figuras 9 y 10). En los pacientes mayores a 5 afios,
hubo 5 serotipos con mediana de Cab 21.3 mg/L pre-vacunacion y 13 serotipos
post-vacunacion (Figuras 11 y 12). Solo el serotipo 3 tuvo una mediana de Cab
<1.3 mg/L. En el Grupo Control los pacientes mayores a 5 aflos mostraron
medianas Cab 21.3 mg/L para 11 serotipos pre-vacunacion (Figura 13), mientras
gue los menores a 5 afios para 8 serotipos (Figura 14). Ambos subgrupos tuvieron
Cab 21.3 mg/L para los 14 serotipos post-vacunacion (Figuras 15 y 16). Para
afinidad, los pacientes menores a 5 afos del Grupo IVRS tuvieron anticuerpos de
Afinidad baja en mayor porcentaje que los pacientes Mayores a 5 afos, 92.9%
contra 83.3% pre-vacunacion y 71.4% contra 57.1% post-vacunacion. para un
mayor numero de serotipos que los pacientes mayores a 5 afios. En el Grupo
Control el comportamiento fue similar pre-vacunacién, los menores a 5 afos
tuvieron un 53.6% de Anticuerpos con Afinidad Baja comparados con 47.6% de los
pacientes mayores a 5 afios; post-vacunacion los menores a 5 afios tuvieron 9.5%

de anticuerpos de Afinidad baja y los mayores a 5 afios 25.%.

Del total de pacientes masculinos, el 35% fue clasificado como Transitorio y
el 55% como NO SAD. Los pacientes femeninos fueron 60% No SAD y 30%
Transitorios. Pacientes clasificados como SAD representan el 10% tanto para

hombres como mujeres.
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En el Grupo IVRS los varones tuvieron medianas de Ca» 21.3 mg/L para 3
serotipos pre-vacunacion, en comparacion con las mujeres, que tuvieron medianas
de Cab 21.3 mg/L para 6 serotipos (Figuras 17 y 19). Post-vacunacion tanto
hombres como mujeres tuvieron medianas de Cab 21.3 mg/L para los 14 serotipos,
sin embargo, las mujeres tuvieron medianas mayores que los hombres para todos
los serotipos, siendo el 6A la Unica excepcion, con una diferencia promedio de
13.3 mg/L (Figuras 18 y 20). En el Grupo Control no hubo diferencia entre el
namero de serotipos con Cap 21.3 mg/L pre-vacunaciéon ni post-vacunacion
(Figuras 21 a 24).

De los pacientes a los que se realizé la prueba de Afinidad, 4 hombres y 3 mujeres
pertenecian al Grupo Control, y del Grupo IVRS fueron 4 mujeres y 3 hombres.
Las mujeres del Grupo IVRS mostraron porcentajes de Anticuerpos con Afinidad
Alta mayores que los de los hombres de su grupo en las muestras pre-vacunacion,
las mujeres tuvieron 12.5% de anticuerpos con Afinidad Alta, mientras que los
hombres tuvieron 7.1%. En las muestras post-vacunacién las mujeres mostraron
35.7% de anticuerpos con Afinidad Alta en comparacion con los hombres con un
23.8%. Asi mismo los hombres tuvieron un mayor porcentaje de Anticuerpos con
Afinidad Baja que las mujeres pre-vacunacion, 92.9% y 85.7% respectivamente.
Post-vacunacion el comportamiento fue el mismo, con un porcentaje de 76.2%

para los hombres y 57.1% para mujeres.

En el Grupo Control, las diferencias entre afinidad fueron menos notorias, siendo
los pacientes masculinos lo que mostraron porcentajes de Anticuerpos con
Afinidad Alta ligeramente mayores que las mujeres, en el estudio pre-vacunacion
los hombres tuvieron 39.3% y las mujeres 38.1%. En el estudio post-vacunaciéon

los porcentajes fueron 66.7% para las mujeres y 76.8% para los hombres.
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Figura 25. Porcentaje de Anticuerpos para Serotipos PSP con Afinidad Baja, Media y
Alta entre Hombres y Mujeres del Grupo IVRS
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Figura 26. Porcentaje de Anticuerpos para Serotipos PSP con Afinidad Baja, Media 'y
Alta entre Hombres y Mujeres del Grupo Control
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En el Grupo IVRS el 80% de los pacientes con esquemas completos de la vacuna
conjugada (PCV) se clasificaron como Transitorios, mientras en el subgrupo de
esquema incompleto, los Transitorios representan el 66.6%. Dentro de estos

subgrupos no hubo pacientes clasificados como SAD.

Los pacientes del Grupo IVRS con esquema PCV completo mostraron medianas
de Cab mayores que aquellos que tenian Esquemas Incompletos, con una
diferencia promedio de 2.3 mg/L, para 11 de los 14 serotipos evaluados. Para los
serotipos 8, 11A 'y 19F, la mediana de Cab en los pacientes con Esquema
Incompleto fue mayor que la de los pacientes con Esquemas Completos de PCV,

con diferencias de 0.7, 0.5 y 1.9 mg/L respectivamente.

En el Grupo Control se observd un comportamiento similar, los pacientes con
Esquemas Completos de PCV tuvieron mayores medianas de Cab que aquellos
gue no habian recibido ninguna dosis de PCV, con una diferencia promedio de 5.4
mg/L, para 13 de los 14 serotipos. De igual forma, la mediana de Cab (9.1 mg/L)
para el serotipo 6A de los pacientes sin PCV fue mayor que la de los pacientes
con Esquema Completo de PCV (5.5 mg/L).

Al comparar la Afinidad entre los pacientes con Esquema PCV Completo y los que
no recibieron ninguna dosis de PCV, se encontr6 que en el Grupo IVRS el
porcentaje de Anticuerpos con Afinidad Alta fue de 17.9% para los pacientes con
Esquema Completo, mientras que para los que no tenian dosis de PCV fue de
14.3%, también se observa una menor cantidad de Anticuerpos con Afinidad Baja
en el subgrupo de Esquema PCV completo, comparado con el de los pacientes sin

dosis de PCV, con porcentajes de 76.8% y 78.8% respectivamente.

En el Grupo Control el comportamiento fue parecido, los pacientes con Esquema
Completo tuvieron un porcentaje mayor de Anticuerpos con Afinidad Alta, de

61.9% en comparacién con los que No tenian Dosis de PCV con 44.6%.

Cabe destacar que, si bien los pacientes SAD y los pacientes Transitorios
tuvieron concentraciones bajas de anticuerpos pre-vacunacion, las medianas de

concentracion de anticuerpos pre-vacunacion presentadas por pacientes




Transitorios son mayores a las de un paciente con SAD para todos los serotipos,
con una diferencia promedio de 1.2mg/L entre medianas. En las medianas post-

vacunacion la diferencia fue de 10.9 mg/L.

Comparados con los pacientes No SAD del Grupo IVRS, los pacientes Transitorios
tienen medianas de concentracion pre-vacunacion menores que las de los No
SAD; la diferencia promedio entre medianas es de 2.7 mg/L. En las medianas
post-vacunacion, el comportamiento cambia, los pacientes Transitorios muestran
medianas mayores que los pacientes No SAD para 10 serotipos, con una

diferencia promedio de 4.2 mg/L.

De igual manera, el porcentaje de anticuerpos con Afinidad Alta pre-vacunacion en
los pacientes Transitorios (16.7%) es mayor que el de los pacientes SAD (3.6%),
ademas de que muestran un menor porcentaje de anticuerpos con Afinidad Baja
gue pacientes SAD (83.3% de los pacientes Transitorios comparado con 96.4% de
los SAD) (Figura 27).

No obstante, los pacientes Transitorios tienen porcentajes de Anticuerpos con
Afinidad Baja similares a los de los pacientes No SAD del Grupo IVRS (89.3%). Es
notorio que en los pacientes No SAD de este grupo los anticuerpos son de
Afinidad Baja mayoritariamente al compararlos con los de los pacientes No SAD

del Grupo Control (51.0%), tanto pre como post vacunacion (Figura 27 y 28).

Pacientes clasificados como No SAD del Grupo IVRS no tienen un cambio en la
Afinidad de los anticuerpos después de la vacunacién a diferencia de los pacientes

en las otras clasificaciones (Figura 28).

De los 30 pacientes evaluados solo tres, del Grupo IVRS, fueron clasificados como
SAD. Se aplico la Prueba de Afinidad a dos de estos pacientes, el paciente de 2
afos presentd Afinidad Baja en los 14 serotipos pre y post vacunacion, solo un
serotipo mostr6 mejora en la afinidad, siendo este el serotipo 6A, presente
Gnicamente en la vacuna conjugada PCV13 (Prevenar 13 valente), se desconoce
Si este paciente contaba con el esquema completo de las vacunas conjugadas ya

gue se trata de un paciente externo del INP.




Figura 27. Porcentaje de Anticuerpos pre-vacunacion para Serotipos PSP con Afinidad Baja, Media y Alta por
Clasificacion SAD, Transitorios y No SAD.
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Figura 28. Porcentaje de Anticuerpos post-vacunacion para Serotipos PSP con Afinidad Baja, Media y Alta por
Clasificacion SAD, Transitorios y No SAD.
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DISCUSION

En el presente estudio se analizaron muestras de 30 pacientes pediatricos
con diagndstico de Asma y/o Alergia, separados en el Grupo Control y el Grupo
IVRS.

Como primer punto se puede destacar la diferencia en la magnitud de las
respuestas entre el Grupo IVRS y el Grupo Control, siendo evidente que los
pacientes IVRS responden de forma ineficiente a la vacuna PPSV23 respecto a
los del Grupo Control, tanto en concentracion como en afinidad de los anticuerpos.
Estos datos sugieren que, si bien en ambos grupos de pacientes se presentan las
condiciones de Asma y Alergia, los pacientes con infecciones recurrentes en vias
respiratorias pueden presentar SAD como comorbilidad, siendo esta condicion la
causante de las infecciones y un contribuyente de la prevalencia y gravedad de la
enfermedad (Carr, et al., 2011.)

Los resultados aqui presentados sugieren que la causa de las infecciones en
estos pacientes son defectos del sistema inmunoldgico, que abarcan la
imposibilidad del SI de montar una respuesta adecuada debido a la edad de los
pacientes, las diferencias asociadas al sexo, defectos en la afinidad de los

anticuerpos y la deficiencia de anticuerpos anti-polisacéaridos (SAD).

De acuerdo con Klugman et al. (2018), los nifios son mas propensos a
contraer infecciones por neumococo que las nifias, comportamiento que se
observé incluso en un grupo de 15 pacientes como el de IVRS. Dentro de los
pacientes evaluados se observé el predominio de varones, particularmente en el
Grupo IVRS, con una respuesta en concentracion y afinidad de anticuerpos menor
a la de los pacientes femeninos. Esta diferencia en la respuesta de anticuerpos no
se presentd en el Grupo Control, por lo que puede inferir que la recurrencia de
infecciones en varones esta relacionada en mayor grado con defectos del Sl y que
en mujeres las infecciones recurrentes no implican una respuesta de anticuerpos
inadecuada en la mayoria de los casos. En general los Ell son mas frecuentes en

hombres debido al patrén de herencia ligado al cromosoma X (Hernandez-




Martinez, Espinosa-Rosales, Espinosa-Padilla, Hernandez-Martinez, & Blancas-
Galicia, 2016)

La distribucion del sexo en los pacientes concuerda también con los datos de la
poblacién mexicana proporcionados por Cambray-Gutiérrez et al. (2016): los Ell
tienen una incidencia en México de 0.16 a 0.24 por cada 100 000 habitantes, con

predominio en varones y una proporcion de 5:1 en nifios:nifias.

Tanto en pacientes con esquemas completos de PCV, esquemas
incompletos y sin vacuna PCV, se encontr0 que todos estos pacientes tienen
medianas de concentracién de anticuerpos post-vacunacion =1.3mg/L, por lo que
se puede considerar que todos estos pacientes tienen una buena respuesta hacia
polisacéaridos. La unica diferencia fue que los pacientes con Esquemas Completos
tuvieron mayores concentraciones de anticuerpos respecto a los demas

subgrupos.

En estos subgrupos, la afinidad de los anticuerpos mejora después de aplicar la
vacuna, excepto para el sub-grupo de IVRS sin dosis de PCV, donde la afinidad
de los anticuerpos permanece igual aun después de la vacuna PPSV23. El hecho
de no contar con dosis de PCV y no haya ocurrido un cambio en la afinidad de los
anticuerpos corrobora que para haya incrementos en la afinidad de los anticuerpos
se deba aplicar por lo menos una dosis de PCV seguida de una dosis de PPSV23
(Russell, et al., 2011).

Como ya se menciond, en estos subgrupos los pacientes fueron mayoritariamente
Transitorios, esto implica que, aungue contaran con la vacuna PCV, la respuesta
hacia polisacaridos de neumococo seguia siendo deficiente ya que los pacientes
seguian presentando infecciones y que no fue hasta que se aplicd la vacuna
PPSV23 que la afinidad de los serotipos se vio incrementada y por ende la

respuesta hacia los polisacaridos mejoro.

Los pacientes aqui clasificados como Transitorios tienen en comudn
concentraciones bajas de anticuerpos anti-PSP pre-vacunacion, que aumentan
hasta concentraciones consideradas protectoras post-vacunacion y son
predominantemente menores a 6 afios. Al aplicar la vacuna y mejorar la afinidad

de estos anticuerpos, la respuesta de estos pacientes mejora ya que los
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anticuerpos con alta afinidad generan una opsonofagocitosis mas efectiva (Anttila
M, 1999)

Estos datos muestran que la recurrencia de IVRS en los pacientes con asma y
alergia del estudio esta relacionada con la afinidad de los anticuerpos, ya que de
acuerdo con Fried, Altrich, Liu, Halsey, & Bonilla (2013), la infeccion neumocécica
del tracto respiratorio clinicamente significativa es mas frecuente en aquellos

individuos que producen anticuerpos con menor afinidad.

La afinidad pre-vacunacion en los pacientes Transitorios es similar a la de los
pacientes No SAD con infecciones, con porcentajes similares de anticuerpos de
Afinidad Baja, sin embargo, los Transitorios cuentan con mas anticuerpos de
Afinidad Alta comparado con los pacientes SAD y No SAD IVRS. Al comparar los
resultados post-vacunacion la afinidad de los anticuerpos en los pacientes

Transitorios es mas parecida a la de los pacientes No SAD del Grupo Control.

Lo anterior indica que pacientes que cursan una forma transitoria de
inmunodeficiencia de anticuerpos producen anticuerpos con mayor afinidad hacia
la vacuna PPSV23 que los pacientes No SAD con IVRS y que pueden distinguirse
de los pacientes SAD por la afinidad pre-vacunacién, asi como por la edad.
Ademas, también nos sugiere que las infecciones recurrentes en los pacientes No

SAD son resultado de la Afinidad baja de los anticuerpos que producen.

La Afinidad baja de estos anticuerpos pudiera indicar un defecto de la via T-
Dependiente de generacion de anticuerpos, ya que por via T-independiente las
concentraciones de anticuerpos incrementan después de aplicar la vacuna hasta
concentraciones consideradas protectoras. Por lo que se podria sospechar de un
defecto en las células B que posiblemente interfiera con su capacidad de proliferar
en los centros germinales y que como consecuencia solo sean capaces de
producir anticuerpos de baja afinidad, como ocurre en la respuesta Tl (Croucher,
Lgchen, & Bentley, 2018).

A pesar de la Afinidad Baja de los anticuerpos, estos pacientes responden
adecuadamente y se consideran NO SAD ya que se puede lograr una
opsonofagocitosis efectiva con grandes cantidades de anticuerpos de Afinidad




baja (Anttila M, 1999), lo cual resulta en la disminucién de las infecciones después

de la vacuna.

Los resultados de los pacientes No SAD nos demuestran que una alta
concentracion de Anticuerpos Anti-Polisacarido no implica que tengan una
Afinidad Alta y por tanto no se puede relacionar directamente con la funcionalidad
de los anticuerpos. Fried, Altrich, Liu, Halsey, & Bonilla (2013) realizaron un
estudio similar donde se evaluaron 12 serotipos de polisacérido en un grupo con
infecciones recurrentes y un grupo control, con pacientes que solo tenian alergia,
donde reportan que los pacientes con infecciones tienen altas concentraciones de
anticuerpos, pero con Afinidad Baja predominante, no encuentran correlacion
entre la Concentracion de los anticuerpos y el indice de Afinidad, asi mismo
mencionan otros articulos que reflejan una correlacion inconsistente entre estos
pardmetros; por lo que para hacer evaluar a estos pacientes se tiene que
considerar no solo los resultados de concentracion sino que seria conveniente
evaluar otros parametros de funcionalidad de los anticuerpos, asi como no perder

de vista el desarrollo clinico de los pacientes.

Dentro de los pacientes Transitorios, asi como de los No SAD IVRS, la mediana
de edad es menor a 5 afios y producen anticuerpos hacia los polisacaridos pre-
vacunacién en menor medida que los pacientes mayores a 6 afios tanto del Grupo
IVRS como el Control, lo que apunta a que las infecciones en estos pacientes
puedan deberse ademas a la poca capacidad del SI de montar una respuesta

eficiente a temprana edad.

Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por (Janssen, WJM,
et al., 2015) donde al comparar la respuesta a la vacuna PPSV23 de pacientes
Transitorios, SAD y No SAD (todos con IVRS), los pacientes Transitorios tienen
una mediana de edad menor que la de los pacientes SAD; de igual manera los
pacientes Transitorios tuvieron medianas de concentracion de anticuerpos a PSP
bajas en comparacion con los pacientes No SAD, pero mas altas que las de los
pacientes SAD. Dado que los pacientes estudiados por Janssen no tenian

diagnéstico de Asma y/o Alergia se puede descartar que las infecciones en los




pacientes del presente estudio se deban a las condiciones pre-existentes de Asma

y Alergia.

En el articulo de Janssen aludido anteriormente, se encontré que la normalizacion
de los resultados de laboratorio y de los sintomas en los pacientes transitorios se
presento de 3 a 5 afios después del diagnostico inicial y que la maduracién del Si
puede ocurrir hasta los 16 afios de edad, los pacientes Transitorios del Grupo
IVRS incrementaron la respuesta inicial de anticuerpos tras la dosis de PPSV23 'y
denotaron una baja en el numero de infecciones padecidas, por lo que se puede
esperar un desarrollo favorable del Sl al transcurrir un periodo similar al indicado

en el articulo.

Es importante considerar que la respuesta de los pacientes hacia la vacuna puede
reflejar la exposicion natural hacia estos polisacaridos, ademas de que en los
pacientes con dosis de PCV la respuesta incluye también los anticuerpos
generados hacia las proteinas conjugadas de dicha vacuna. Es por ello que no se
puede determinar si la respuesta a estos se debe solo a la via Tl o si solo es un
reflejo de las interacciones con polisacéaridos previas a la vacuna PPSV23 (Marsh
& Orange, 2019).

Lo anterior podria implicar, principalmente en los pacientes Transitorios con
esquemas completos de PCV, que sigan presentando una respuesta ineficiente
hacia los polisacaridos y que se tiene que considerar la respuesta hacia los
serotipos que se encuentran Unicamente en la vacuna PPSV23 para poder

descartar el diagnéstico de SAD (Perez, Bonilla, Orange, & Ballow, 2017).

La respuesta a serotipos individuales concuerda con la reportada en diversos
articulos, los serotipos 3 y 8, son los que presentaron una menor concentracion de
anticuerpos pre y post-vacunacion. La respuesta al serotipo 3 tiende a ser pobre,
debido a que este serotipo es altamente capsulado (Weinberger et al) resistente a
la opsonofagocitosis, con poca respuesta post-vacunacion (Kosmidis et al., 2015)
y de mayor fatalidad y mayor riesgo a desarrollar neumonia en nifilos. Ambos
estan relacionados con enfermedades en adultos (Croucher, Lachen, & Bentley,
2018).




También se observd una mayor respuesta para los serotipos 1, 14 y 19A. El 19A
esta relacionado con alta prevalencia en infantes, el serotipo 14 es el mas
comunmente encontrado en pacientes con infecciones, por lo que la alta
concentracion de anticuerpos hacia estos serotipos pudo verse propiciada por
encuentros naturales hacia estos antigenos. Ambos serotipos son causantes
frecuentes de otitis media (condicidén presentada por pacientes en el grupo IVRS) y
son fuertemente asociados a la resistencia a antimicrobianos; por lo que es un
buen resultado que su respuesta se haya visto incrementada en estos pacientes
ya que contribuiria a disminuir las infecciones provocadas por estos serotipos y
por ende a disminuir la cantidad o el uso general de antibidtico para tratar las

infecciones de estos pacientes.




CONCLUSIONES

Los pacientes con infecciones recurrentes tienen menores concentraciones de
anticuerpos hacia polisacaridos antes y después de la vacuna, que los pacientes
gue no presentan infecciones recurrentes. Ademas, los anticuerpos que producen

son mayoritariamente de Afinidad Baja.

La vacuna PPSV23 aplicada en pacientes con esquemas completos de PCV
permite a los pacientes producir una mayor cantidad de anticuerpos con Afinidad
Alta.

Se encontré que las infecciones respiratorias de los pacientes estudiados no solo
pueden deberse a las condiciones de Asma y Alergia preexistentes, sino que

también pueden ser provocadas por deficiencias en la respuesta inmunoldégica.

Las infecciones y las deficiencias de anticuerpos las presentan en mayor media

pacientes menores a 6 afios y pacientes masculinos.

Dentro de estas deficiencias hubo pacientes con defectos en la maduracion de la
afinidad, y con inmunodeficiencia primaria SAD, asi como pacientes cuyo Sistema
Inmunolégico no ha madurado lo suficiente como para generar respuestas

adecuadas ante PSP.

La aplicacion de la vacuna PPSV23 ayuda a los pacientes pediatricos a tener
respuestas de anticuerpos hacia PSP mas robustas y con mejor Afinidad.

De los pacientes evaluados solo tres se identificaron como SAD.




PERSPECTIVAS

Con este trabajo se ha destacado la importancia de abordar pacientes con infecciones
recurrentes, para detectar posibles defectos en la respuesta de anticuerpos contra
antigenos polisacéaridos, aun después de haber completado las dosis de vacuna PCV
correspondientes. Seria recomendable realizar estudios en poblaciones pediatricas
distintas, asi como ampliar el numero de pacientes para comprobar que el
comportamiento hacia la vacuna aqui descrito es el mismo en otros pacientes, identificar
variaciones en la respuesta y determinar si es factible realizar este estudio de manera

rutinaria/obligatoria en nifios mayores a 2 afos.

Complementar estos resultados con los estudios de subpoblaciones de linfocitos B para
identificar qué pacientes tienen defectos en la afinidad de anticuerpos y quienes tienen

problemas en el desarrollo de la memoria inmunoldgica.

En el caso de los pacientes transitorios podria evaluarse la respuesta a mas serotipos que
se encuentren exclusivamente en la vacuna PPVS23, para descartar de forma definitiva

que no presentan SAD.
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