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1. Resumen

Introduccién: Existe evidencia de que la IgM y la IgA en suero de cordon umbilical se
elevan cuando existe infeccion congénita (IC) e inclusive podria ser que aparezca IgE; por
otro lado, se desconocen las concentraciones basales de estas inmunoglobulinas (Igs) en
saliva de neonatos y si las IC inducen incremento de su concentracion. El objetivo de este
trabajo fue validar una prueba diagnéstica no invasiva, basada en concentraciones
anormalmente altas de IgA, IgM o IgE totales en saliva, para la identificacion de IC.
Métodos: Nuestra poblacién fueron neonatos nacidos en el Instituto Nacional de
Perinatologia o el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez y pacientes del Servicio de
neonatologia del Instituto Nacional de Pediatria, reclutados en el periodo de Julio del 2011
a Julio de 2013. Se realizaron ELISA’s de captura, para obtener la concentracion de Igs.
Se us6 un constructo clinico y pruebas de laboratorio especificas, como estandar de
referencia para el diagnostico de IC de siete agentes etioldgicos (T. gondii, T. pallidum,
CMV, rubéola, parvovirus B19, VHC y VHB). Se recolectaron muestras pareadas de
suero y saliva de 61 neonatos para IgA e IgM y 48 para IgE. Las concentraciones de las
Igs no presentaron distribucion normal, por lo que se realizaron curvas ROC para
establecer puntos de corte. Se calculd el coeficiente de Spearman para determinar la
correlacion de las concentraciones de Igs entre las muestras de suero y de saliva.
Resultados: El punto de corte para IgA fue de 80 pug/mL en suero y de 10 en saliva; para
IgM fue de 600 y 1 en suero y saliva respectivamente; y para IgE en suero fue de 1y en
saliva 0.7 ug/mL. Hubo una buena correlacién para la IgA entre los dos tipos de muestra
(rs= 0.602 P< 0.05); mientras que no la hubo para la IgM ni la IgE. Se identificaron ocho
casos de IC (seis por T. gondii y dos por citomegalovirus). La sensibilidad de la prueba
para IgA en suero fue de 75%, La IgA en saliva e IgM en suero fue del 62%, para IgM en
saliva e IgE en ambas muestras la sensibilidad fue menor al 50%. Se identificaron casos
con alteraciones neuroldgicas en 12 neonatos (dos de ellos presentaron IC por T. gondii).
Conclusiones: La cuantificacion de IgA en saliva podria ser una alternativa sélo cuando
no es posible obtener sangre periférica. Las altas concentraciones de IgA, IgM o IgE, no
son necesariamente indicativas de IC y pueden deberse a la exposicion del feto y el
recién nacido a otros antigenos. La toxoplasmosis surgié como la infeccion congénita méas
frecuente.



2. Introduccién

Los padecimientos infecciosos que afectan al ser humano durante el periodo perinatal,
son un problema de Salud Publica, de grandes dimensiones debido a los efectos que
producen en las mujeres gestantes, al incrementar la frecuencia de abortos, retrasar el
crecimiento intrauterino o provocar partos prematuros; y por las complicaciones derivadas
de estos procesos, que van desde productos de bajo peso al nacer, hasta aquellos con
afectaciones principalmente neuroldgicas, oftalmologicas o auditivas; de tal manera que
pueden presentar discapacidad de por vida.'®

La madre adquiere la infeccion por diversas vias horizontales y puede transmitirla
verticalmente al producto en cualquier momento de la gestacidbn, sea por via
transplacentaria, al momento del parto o durante el primer mes de vida del bebé a través
de la lactancia.® ’ La gravedad de las manifestaciones en el recién nacido, va a depender
de la dosis y virulencia del agente infeccioso, asi como de la susceptibilidad genética y la
edad gestacional al momento de la transmision. 3

Una accién del Sistema Nacional de Salud, es el Programa de Tamiz Neonatal el
cual, tiene el objetivo, de evitar la discapacidad en los nifios, pues permite detectar
oportunamente casos de problemas congénitos subclinicos y mantener un seguimiento
cercano; sin embargo, actualmente se limita a un grupo reducido de enfermedades,
ninguna de ellas de origen infeccioso.® °

Actualmente, la mejor manera de identificar los casos subclinicos de diversas
infecciones congénitas, mediante pruebas de laboratorio, en las que se utilizan muestras
de suero o sangre embebida en papel filtro para demostrar la presencia de anticuerpos
especificos de clase IgA o IgM.***? Esto implica realizar venopuncién y en consecuencia,
los riesgos derivados de ésta, como infeccion o hemorragia, ademas de provocar dolor.
Debido a que la saliva representa una muestra biolégica que puede tomarse en forma no
invasiva, en este proyecto se planteé utilizar esta muestra para el diagnéstico presuntivo
de infeccién congénita, mediante la identificacion de alteraciones en las concentraciones
de IgA, IgM o IgE de neonatos, para hacer de ésta una prueba diagndstica no invasiva.

3. Marco teérico

3.1. Infecciones congénitas

En México, los datos sobre la prevalencia de las infecciones congénitas son
escasos, si bien se cuenta con un calculo de entre 0.2 y 1.0% global, con base en la
frecuencia encontrada en mujeres embarazadas, la tasa de transmision, la version
ejecutiva de morbilidad de la Direccion General de Epidemiologia y trabajos de



investigacion sobre la deteccién de casos de infeccion por CMV, Toxoplasma gondii y
Treponema pallidum.**%

La determinacién de la prevalencia o la incidencia, se dificulta debido a que
muchos nifios con infeccion prenatal son asintoméaticos al nacimiento y las secuelas de
infeccién pueden aparecer a los pocos meses o incluso después de varios afios de vida,
cuando la asociacién con la infeccién perinatal es dificil de establecer. %

3.1.1. Agentes etioldgicos

Se ha demostrado que los agentes patdgenos, que infectan a la mujer durante el
periodo gestacional, pueden ocasionar dafio al producto; se mencionan principalmente
virus, bacterias o parasitos. En el cuadro 1 se puede observar un listado de algunos de
estos agentes, entre ellos los descritos dentro del grupo TORCH que incluyen a
Toxoplasma gondii, Otros como Treponema pallidum, Rubéola, Citomegalovirus y Herpes
simple tipo 1 0 2. %% También existen reportes de otros microorganismos, que pueden
transmitirse congénitamente, o ser causa de un cuadro de sepsis neonatal; tal es el caso
de los virus de hepatitis By C, el virus de la inmunodeficiencia humana, el parvovirus B19,
la bacteria Streptococcus agalactiae, o los parasitos de los géneros Plasmodium y
Trypanosoma. 2¢%

Cuadro 1. Agentes patdégenos que pueden producir infeccién congénita

Virus Bacterias y parasitos

Citomegalovirus Borrelia burgdorferi
Hepatitis By C Listeria monocytogenes

Herpes simple 1y 2 . Streptococcus agalactiae

Parvovirus B19 Treponema pallidum
Rubéola Plasmodium sp

Varicela-zoster Toxoplasma gondii
Virus de Epstein-Barr Trypanosoma cruzi

Modificado de Correa-Beltran MD, Castillo-Cruz RA, Figueroa-Damian R, Noyola DE. Infecciones
congénitas: TORCH y varicela zéster. Neonatologia, Esencia, Arte y Praxis. McGraw Hill México D.F.
2011. pp. 414.



3.1.2. Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico de las infecciones congénitas, normalmente depende del agente
etioldgico, asi como del momento durante el embarazo en el cual ocurre la transmision;
siendo mas severo en los primeros meses y comunmente silencioso si sucede al final, por
lo que la infeccién no se detecta y sélo se diagnostica de manera retrospectiva, cuando
aparecen las primeras manifestaciones de secuelas, como dafio visual, sordera o
alteraciones neuroldgicas. A manera de ejemplo, en el cuadro 2 se muestran los signos
comunes y patognomaonicos de las infecciones congénitas por TORCH, los cuales son
heterogéneos, aunque pueden coincidir entre dos o mas agentes.™*?3!

Cuadro 2. Principales manifestaciones clinicas de los cinco agentes etiolégicos mas
frecuentes de infeccién congénita

Grado de asociacién con el agente:

Desenlace clinico

Toxoplasmosis Sifilis Rubéola CMV  Herpes
Microencefalopatia 2 0 1 3 1
Meningoencefalitis 2 1 2 1 4
Calcificaciones intracraneales 3 0 0 3 0
Hidrocefalia 3 0 1 1 1
Sordera 1 3(tardia) 4 3 0
Coriorretinitis 4 2 4 2 2
Cataratas 1 0 4 0 1
Microftalmia 1 0 3 0 0
Queratoconjuntivitis 0 1 0 0 3
Glaucoma 0 1 3 0 0
Atrofia dptica 2 1 1 2 0
Petequias - PUrpura 1 2 3 4 2
Erupcion vesicular 0 0 0 1 3
Erupcion maculopapular 1 4 0 0 1
Heptoesplenomegalia 3 3 3 3 3
Ictericia 3 3 3 3 3
Lesiones dseas 1 4 3 0 0
Retardo en el crecimiento 2 1 4 4 0
Enfermedad congénita del corazon 0 0 4 0 0
Miocarditis 1 0 2 0 1
Neumonia 1 1 1 3 1

0: presente en raras ocasiones; 1: presente en ocasiones; 2: presente con frecuencia; 3:

muy frecuente; 4: Caracteristico.
Modificado de Correa-Beltran MD y cols.



3.1.3. Diagnostico

Si bien las manifestaciones clinicas pueden orientar al diagnéstico de las
infecciones congénitas, varios agentes pueden ocasionar signos similares; existen varios
patdgenos que pueden provocar los problemas descritos en el cuadro 2, por ejemplo, el
diagndstico diferencial de todo recién nacido con hepato-esplenomegalia, ictericia y
petequias, asi como con anemia y trombocitopenia, debe incluir la infeccion congénita por
citomegalovirus, rubéola, sifilis, toxoplasmosis, eritroblastosis fetal, infeccion por herpes
simple, septicemia y enfermedad metabdlica; el diagndstico se complica alin mas en las
infecciones subclinicas. Por lo anterior, es muy importante que se cuente con la
identificacion correcta y oportuna del agente etiolégico para el tratamiento adecuado de
los nifios. 32432

Segun se hayan reconocido adecuadamente las manifestaciones clinicas que
presenten la madre, el feto o el neonato y con el conocimiento de la historia natural de la
enfermedad causada por el agente o agentes mas probables, los estudios de laboratorio
seran de gran apoyo para establecer el diagnéstico; se pueden utilizar métodos directos e
indirectos para la identificacion del o los agentes causantes de la infeccion. Los métodos
mas utilizados se presentan en el cuadro 3.3

Cuadro 3. Métodos directos e indirectos para la identificacién de agentes infecciosos en

laboratorio -
— Histoquimica
J—
Inmuno-histoquimica
Con tincién —
Hibridacién in situ
Microscopia electrénica
Microscopia —=
Campo oscuro
Sin tincién Campo tangencial
—_—
“Squash”
Directos -
Barrido
~—— ~—
Busqueda de
antigenos ELISA
Buisqueda de PCR
DNA y RNA RT-PCR
Otros =
Acelular
Cultivo
Aislamiento Celular
— Animales

10



Fijacién del
Complemento
Anticuerpos especificos_< Ensayos

Inmunoenzimaticos
(ELISA y western blot)

Indirectos — Hemaglutinacién

—

Inmunofluorescencia
Mediadores
Proteina C reactiva

Transaminasa

—

La integracion del diagnostico depende de la presencia de signos y sintomas
producidos por el probable agente causal, la experiencia clinica del médico, asi como de
los resultados de los estudios de laboratorio y de gabinete (tomografias, radiografias,
resonancias magnéticas o ultrasonidos); es frecuente la utilizacion de varios
procedimientos ya sean directos o indirectos para diagnosticar si hay peligro de
transmision vertical o para refinar un diagnéstico.

3.2 Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son moléculas de la inmunidad humoral y una de sus
principales funciones fisiolégicas es la defensa contra los microorganismos y las toxinas
producidas por los distintos agentes microbianos.*® La determinacion de estas
inmunoglobulinas contribuye significativamente al diagndstico de diversas enfermedades,
especialmente las infecciosas. Cuando un ser humano nace, ya cuenta con
inmunoglobulinas en sangre; las de clase IgG son el resultado de la mezcla de
anticuerpos de la madre transferidos por medio de receptores especificos de la porcion Fc
de la 1gG (FcRn) en las vellosidades coridnicas y aquellos sintetizados por el feto ante
antigenos maternos o extrafios, que cruzaron la placenta (al formar parte de complejos
inmunes IgG materna-antigeno) o ante una infeccién activa del feto.*®

En este estudio, las inmunoglobulinas de clase A, M y E fueron de nuestro interés,
ya que son exclusivamente el resultado de la respuesta del feto ante un antigeno, pues
ninguna de ellas atraviesa la barrera placentaria. En el cuadro 4 se muestran los valores
basales reportados en la literatura para IgA e IgM en recién nacidos, todos menores de un
dia de edad, en donde se puede observar que existe una amplia variabilidad, atribuible
probablemente a diversos factores, como diferencias en los tamafios de muestra, el
estado de salud de los pacientes, las zonas geograficas donde se realizaron los estudios
(por lo tanto diferentes poblaciones) y el origen de la muestra: cordén umbilical o talon. Es
importante mencionar que las técnicas empleadas fueron muy diversas; en algunos
estudios utilizaron comerciales y en otras estandarizadas en los laboratorios donde se
llevaron a cabo los proyectos. Asimismo, el manejo de las muestras previo a la
determinacion varié entre un estudio y otro.

11



Fuente de
la muestra

Estado de Salud

Cuadro 4. Concentraciones de IgA e IgM

IgA (ug/ml)

1M (ug/mi)

Técnica usada

Manejo de las muestras y otras
observaciones

Gotas de sangre de corddn sobre papel

Autor, Pais,
afo; referencia

Hernandez-

Sangre en L . Promedio Promedio ELISA de captura de antigenos filtro, se dejo secar, se mantuvieron a islas/Vela-Amieva
1500 . Poblacién abierta .
Papel filtro 2.0 29.3 (casera) temperatura ambiente hasta su etalen
procesamiento preparacion; 36
P [ P i
roZn;%dlo rig(\)eglo Suero fraccionado y procesado una hora Jolliff, Estados
Suero de - - Nefelometria yp , Unidos, 1982; 37
50 cordén Aparentemente sanos Max-min Max-min (comercial) después
(14-36) (63-250)
Suero usado en pocas horas después de ser
Poblacion abierta (14 Promedio Promedio Inmunodifusién radial y obtenido Igl\{ls S 'tomo el promec!lo de MCMU”?Y'
Suero de . . . 1714 casos mas bajos de 2029 tamizados. Colombia,
1714 i infectados porCMV o T. 25.0 120.0 Contrainmunoelectroforesis
Talén ondii) (caseros) Hubo un grupo de 286 con valores 1981;11
g “intermedios” de 200 a 500 ug/mL.
Hernandez-
Suero de ., . Promedio Promedio ELISA de captura de antigenos Suero fraccionado y congelado hasta la islas/Vela-Amieva
1500 . Poblacién abierta L etalen
corddn 32.7 94.0 (casera) medicidn L
preparacion; 36
Poblacion abierta (28 N B Turbidez de.ur.1a rf-:-’acmon de .
Suero de infectados por Maximo Mdximo precipitacion Suero fraccionado y congelado hasta la Ferrer,
600 , ) p . 50.0 130.0 (no menciona si es comercial o medicidn Cuba, 1998; 10
cordon bronconeumonia y sepsis)
casera)
Promedio Promedio Boersma
Suero de Poblaao.n al:.>|erta, 250 153.0 Inmunodifusion radial Suero usado en pocas horas después de ser Tanzania, 1981;
54 , de bajo nivel (SD 58) (SD9) . .
corddn . - (comerecial) obtenido 38
socioeconémico, sanos
Promedio Promedio Soria. México
Suero de I.-Iuos dg n'TUJereide alto 88.0 181.0 Nefelometria Suero fraccionado y c.cfngelado hasta la 2005; 39
50 , riesgo, sin infeccion pre o (SD 6.6) (SD 0.5) . medicién
cordon (comercial)

perinatal
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3.3 Inmunoglobulinas como biomarcadores de infecciones congénitas

Se consideran biomarcadores a las sustancias que se producen o cambian en
concentracion después de un evento patoldgico, y con base a los ellos, se puedan
desarrollar técnicas sensibles que sirvan como sefiales de alarma temprana para el
diagnostico.” Algunos investigadores han demostrado la utilidad de evaluar las
inmunoglobulinas como biomarcadores no transferibles a través de la placenta (IgM, IgA,
e IgE) en el suero del cordon umbilical.

Encontrar anticuerpos especificos de clase IgM, IgA o IgE especifica en un recién
nacido es diagnostico de infeccion intrauterina, a menos que al bebé se le hayan
transfundido hemo-derivados en los dias anteriores a la prueba. Sin embargo, no todos
los recién nacidos con infecciones congénitas las producen. Ocasionalmente estas
inmunoglobulinas medidas en el recién nacido puede ser falsamente positivas por
transfusién materno fetal durante el parto, estas desaparecen a los 10 dias; por tanto, en
el recién nacido las inmunoglobulinas que persistan confirman la infeccién neonatal. Si la
madre no tiene anticuerpos especificos de clase IgA, IgM o IgE en el momento del parto,
no hay duda de que el recién nacido esté infectado. 0% 30-32. 41-46

La deteccién de IgA parece ser mas sensible que la de IgM para el diagnéstico de
algunas infecciones como la toxoplasmosis, tanto en fetos como en recién nacidos.
Cuando los titulos de un recién nacido son positivos a IgA se recomienda repetirle la
prueba a los 10 dias. Si persisten positivos se confirma la infecciébn neonatal. Determinar
anticuerpos IgA e IgM es de gran ayuda para determinar infeccion, pues juntas aumentan
la sensibilidad de los ensayos.*!

Los anticuerpos IgE son detectables en el suero de algunos adultos infectados por
T. gondii. Las pruebas basadas en estos anticuerpos son poco sensibles, pero muy
especificas. Ademas, los anticuerpos IgE frecuentemente tienen valor pronéstico, por
ejemplo en la toxoplasmosis predicen mala evolucién clinica. ***

3.4 Saliva

La toma de muestras de sangre a menudo se dificulta, principalmente en nifios vy
puede ser, ademas, fuente de contaminacién para trabajadores de la salud.*? El estudio
de materiales biolégicos alternativos a la sangre es objeto de constante busqueda,
principalmente desde el incremento de las medidas de bioseguridad que siguieron a la
aparicion del SIDA y al aumento de la incidencia de enfermedades transmisibles por
jeringas y otros objetos punzocortantes, como las hepatitis B y C, y el propio VIH. Con la
intencion de obtener muestras por métodos no invasivos, se han ensayado otros
materiales bioldgicos; uno de ellos es la saliva.>
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Mediante la identificacion de biomarcadores asociados con la salud o el estado de
la enfermedad y el desarrollo de tecnologias, descifrando el proteoma salival, se puede
explorar el potencial diagnéstico de la saliva para enfermedades orales y sistémicas.’* >
El analisis de la saliva, ha demostrado ser una herramienta de diagnéstico Util para
enfermedades malignas, tales como cancer de mama o cancer oral, mediante el empleo
de nuevas herramientas de alta sensibilidad para el diagnodstico y la prediccion del
pronéstico.>®

Por lo mencionado, concluimos que la saliva constituye una muestra biolégica que
no requiere el uso de técnicas invasivas para su obtencion y su composicién puede
reflejar acontecimientos patologicos de manifestacion sistémica. Existen diversos articulos
en los cuales se ha demostrado la presencia de IgG, IgA, IgM o IgE totales o especificas
en saliva en individuos sanos o como biomarcadores de una respuesta a un problema
clinico.’”®® Esta muestra también se ha empleado para buscar anticuerpos contra
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Hepatitis By C, Rubeola y otras patologias
infecciosas. %2

Proveniente de las glandulas salivales que desembocan en la cavidad bucal, la
saliva juega un papel importante en la salud; mediante sus enzimas -lisozima y
lactoperoxidasa- interrumpe la integridad de las paredes microbianas.®® El anticuerpo
principal del fluido salival es la inmunoglobulina A. Las moléculas de IgA son sintetizadas
por las células plasmaticas asociadas a las glandulas salivales. Esta inmunoglobulina
dimérica se une por medio de su cadena J a un receptor, para originar una forma
polimérica que se une a las células del epitelio de la membrana glandular. Es transportada
a través de las células epiteliales en una vacuola endocitica y entra en el ducto de la
glandula salival por su superficie luminar con ayuda de un componente secretor.’® ®3°°
Acompafiando a la IgA se presentan también la IgG y la IgM las cuales inhiben la
adherencia de los microorganismos a la mucosa, neutralizandolos.®®

Los valores de concentracidon de IgA en infantes reportados en la literatura, se
presentan en el cuadro 5, en donde podemos observar que los estudios cuentan con
diferentes tamafios de muestra; las concentraciones se obtuvieron mediante diferentes
técnicas, aunque predomina la inmunodifusion radial; se reportan valores a diferentes
edades. En general, los resultados reportados presentaron una distribucion no normal y el
rango encontrado entre los valores minimos y maximos fue muy amplio; cabe mencionar
gue se realizé conversion a ug/mL para poder realizar comparaciones. Se puede observar
una variacion marcada entre los valores reportados en el continente Europeo;
especificamente en Alemania las concentraciones son altas en comparacion con lo
reportado en Sudamérica. En el mismo cuadro (excluyendo los estudios alemanes)
podemos observar que los valores de las concentraciones aumentan conforme aumenta
la edad.

Los valores de la IgM y la IgE no se han reportado para estas edades.
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Cuadro 5. Concentraciones IgA totales en saliva

Concentracion

de IgA (ug/mL)

Técnica

Autor, Pais, afio;
referencia

28 1 190.2 Inmunodifusion radial Seidel, Alemania, 2000;
67
63 1 175.4 Inmunodifusion radial Seidel, Alemania, 2001;
68
35 2-10 216.4 Inmunodifusion radial Seidel, Alemania, 2000;
67
15 0-15 9.7 Inmunodifusion radial Tomasello, Chile, 1981;
69
343 1-15 13.0 ELISA de captura Besné, México, 2012;
comunicacion personal; 70
7 16 -30 32.9 Inmunodifusion radial Tomasello, Chile, 1981;
69
18 1-30 30.0 Nefelometria ARRAY | Chacén, Venezuela;2004;
360 71
10 42 61.7 Bio-Rad Kit de Stephens, Londres,1986;
proteinas 72
6 0-84 50.0 ELISA de captura Weemaes, Islandia; 2003,
73
17 0-730 253.1 Inmunodifusién radial Tapia, Chile, 1998;
74

4. Planteamiento del problema

Se sabe que existen niveles basales de IgA e IgM totales en sangre de cordon
umbilical en neonatos sanos y que estos niveles se alteran cuando existe infeccion
congeénita o sepsis neonatal, e inclusive podria ser que aparezca IgE en estos casos.

Se desconocen las concentraciones basales de IgM, IgA e IgE totales en saliva de
neonatos mexicanos. Tampoco se sabe si las infecciones congénitas inducen un
incremento en estas concentraciones.

Por lo anterior, planteamos el uso de una técnica no invasiva, para la deteccion de
infecciones congénitas, en la cual esperamos encontrar concentraciones altas de IgA, IgM
o IgE.
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5. Pregunta de investigacion

¢Cual serd la validez diagnostica de una prueba no invasiva, basada en la
identificacion de concentraciones anormalmente altas de IgA, IgM o IgE total en saliva,
para la identificacion de infecciones congénitas en neonatos?

6. Justificacion

Las infecciones congénitas son problemas de salud en todo el mundo, aunque su
frecuencia varia en diferentes regiones, debido a aspectos climéticos, habitos sexuales,
higiénicos o alimentarios. El costo social y econdmico de estas infecciones es
significativo, pues ocasionan mortalidad o discapacidad de por vida.

Con base en la informacion que tenemos como antecedente, sabemos que la
identificacion de casos subclinicos de infeccién congénita al nacimiento se realiza a
través de tamizaje con pruebas de laboratorio, para demostrar la presencia de anticuerpos
de clases IgM o IgA especificos para cada agente etiolégico; sin embargo, en algunos
paises s6lo tamizan aquellas con tasas altas de incidencia, debido al costo de deteccion
de los casos. La determinacién de concentraciones anormalmente altas de IgA, M o0 E
totales e incluso las tres inmunoglobulinas, puede ser empleadas como biomarcadores de
infeccidén congénita, lo que abre la posibilidad de contar con una prueba multiespectro, y
s6lo emplear pruebas especificas con los casos sospechosos; la etiologia puede ser
demostrada posteriormente, lo que reduciria los costos e incrementaria la gama de
agentes infecciosos a valorar.

Debido a que la saliva es una muestra que puede tomarse sin puncionar ni lastimar,
seria deseable utilizarla en lugar del suero; es necesario primero determinar las
concentraciones de estas inmunoglobulinas totales en la saliva de neonatos, asi como la
correlacion entre ambas muestras, tanto en pacientes sanos como en infectados, para
finalmente plantear su uso en el diagnéstico presuntivo de infeccién congénita, y asi hacer
de ésta una prueba diagnostica no invasiva.

7. Objetivo general

Validar una prueba diagnéstica no invasiva, basada en concentraciones anormalmente
altas de IgA, IgM o IgE totales en saliva, para la identificacién de infecciones congénitas
en neonatos.
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7.1 Objetivos directos

1. Determinar los valores basales de las concentraciones de IgA, IgM e IgE totales en
saliva de neonatos.

2. Determinar la correlacion entre las concentraciones de IgM, IgA e IgE totales en saliva
y en suero de neonatos.

7.2 Objetivo indirecto
1. Determinar los cambios de las concentraciones de la IgM, IgA y IgE a lo largo del
primer mes de vida.

8. Metodologia

8.1 Tipo de estudio
Validacion de una prueba diagnostica

8.2 Poblacion
Neonatos nacidos en el Instituto Nacional de Perinatologia o en el Hospital General

Dr. Manuel Gea Gonzalez, o pacientes atendidos en el Servicio de Neonatologia del

Instituto Nacional de Pediatria.

8.3 Criterios de seleccién

Criterios de inclusion

v" Neonatos reclutados en el periodo de Julio del 2011 a Julio del 2013.
v" Madres que viven en el sur del area metropolitana.

v" Que contaran con la carta de consentimiento informado, firmada por padre, madre
o tutor.

v" Que contaran con ambas muestras (sangre y saliva).
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Criterios de exclusion

v" Neonatos con sindromes o0 anomalias congénitas atribuibles a enfermedades de
origen no infeccioso

v Neonatos que hayan sido transfundidos con hemo-derivados en los dias anteriores
a la prueba.

8.4 Estandar de Referencia

Se usé como estandar de referencia del diagnéstico de infeccion congénita, el
constructo formado por el examen clinico infectologico, oftalmolégico, auditivo,
neurolégico y las pruebas serolégicas de laboratorio, especificas para 7 agentes
etioldgicos (la mayoria fueron comerciales):

1. Citomegalovirus: IgM e IgG (Bioemeriux, Coulter y Bio-Rad) y PCR en tiempo real
(Applied Biosystems)

2. Toxoplasma gondii: IgM (Bioemeriux y Bio-Rad), Avidez IgG (Casera), Western

blot IgM e 1gG (Casero) y PCR en tiempo real (Applied Biosystems)

Treponema pallidum: ELISA (Bio-Rad)

Rubéola: IgM, 1gG (Bioemeriux y Bio-Rad)

Parvovirus B19: IgM, 1gG (Novalisa)

VHB: Ag superficie, Ag E y Ag Core (Bio-Rad)

VHC: anticuerpos IgG contra VHC (Hepanostic)

No gk ow

8.5 Tamario de la muestra

Debido a que se trata de un estudio de prueba diagndstica, el tamafio de muestra
se estimaria con base en la sensibilidad esperada (ya que esta es una prueba de
tamizaje); sin embargo no existen reportes previos en saliva; por lo que se decidié hacer
el estudio con muestreo por conveniencia, de los casos en que se obtuvieron muestras
pareadas en el periodo de reclutamiento. Los neonatos incluidos en la presente tesis
fueron aquellos que tenian biomarcadores positivos en muestra de sangre embebida en
papel filtro y sus controles negativos, que fueron citados para toma de segunda muestra
de sangre y -para fines de esta tesis- de saliva.
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8.6 Definiciones operacionales

Se considero:

Caso confirmado de infeccion congénita. Al neonato con resultado positivo a alguna de las
pruebas confirmatorias y/o en examenes clinicos especificos.

Caso sospechoso de infeccion congénita. Al Neonato con resultado positivo a alguno de
los biomarcadores sin manifestaciones clinicas.

Caso _dudoso. Neonato con sintomatologia de enfermedad infecciosa de la cual no se
determina el agente etiolégico.

Sano. Neonato sano, sin infeccion por algunos de los agentes etiologicos, demostrado
clinicamente y por pruebas de laboratorio.

Verdadero positivo. Muestra con resultado positivo a alguno de los biomarcadores
inespecificos, y que sea confirmado por las pruebas confirmatorias 0 en examenes
clinicos especificos.

Verdadero negativo. Muestra con resultado negativo a los biomarcadores y negativo a
todas las pruebas serolégicas etiolégicas y en los examenes clinicos.

Falso positivo. Muestra con resultado positivo a alguno de los biomarcadores, pero
negativo en todas las pruebas confirmatorias y en los examenes clinicos.

Falso negativo. Muestra con resultado negativo en los biomarcadores, pero positivo en las
pruebas confirmatorias o en los examenes clinicos.

8.7 Descripcion General del Estudio

Este estudio se anidé en el proyecto multicéntrico denominado “Tamiz pre y
postnatal de infecciones congénitas en el valle de México” del Instituto Nacional de
Pediatria, en el cual se estan tamizando alrededor de 2000 muestras de sangre de cordon
umbilical embebida en papel filtro, de partos ocurridos en el Instituto Nacional de
Perinatologia o el Hospital General Doctor Manuel Gea Gonzéalez. También se contd con
pacientes del servicio de Neonatologia del Instituto Nacional de Pediatria.

En la figura 1 se presenta el flujograma que resume la estrategia general del
estudio. Se localizdé por via telefénica al familiar o tutor del recién nacido que haya
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resultado con niveles anormales de alguna de las Inmunoglobulinas o niveles normales,
del proyecto antes mencionado. Se les hizo una invitacion para continuar en el estudio en
la segunda fase, que consistié en realizar valoracién clinica y de laboratorio al recién
nacido, para confirmar la infeccidbn congénita o bien descartarla y en el caso de los
pacientes aparentemente sanos confirmar el diagndstico, es decir, confirmar que
estuvieran libres de enfermedad. A los pacientes cuyos padres o tutores aceptaron
continuar en el estudio se les citd en el laboratorio de errores innatos del metabolismo,
ubicado en el noveno piso de la torre de investigacién del INPed; en este sitio se les dio
la informacién necesaria tanto verbal como escrita, se les leyd, y se les explicé y dio a
firmar la carta de consentimiento informado.

Proyecto de Tamiz Post
natal de Infecciones

congénikas 2000 muestras

Y hgentes Etioldgicos

»
¥
¥
¥
¥
¥

Estandar e
Feferencia®

Megdivg

S abre Expedie nte
INPed

Figura 1. Diagrama de flujo general del proyecto

En dicha cita se realiz6 a) examen clinico general llevado a cabo por una
infect6loga pediatra; b) valoracién oftalmolégica por el oftalmoélogo estandarizado del
servicio de Oftalmologia, mediante dilatacion de las pupilas y exploracién de fondo de 0jo;
y ¢) tamiz auditivo, realizado en el Servicio de Audiologia. Si durante la exploracion fisica,
el neonato presentd datos clinicos de hipotonia o hipertonia en alguna de las
extremidades o movimientos anormales referidos por la madre, padre o tutor, fue valorado
en el Servicio de Neurologia por el médico adscrito que participd en este estudio. La
confirmacion diagnéstica de infeccion congénita se llevd a cabo mediante la integracion
del constructo con pruebas serolégicas especificas para cada agente etioldgico:
Citomegalovirus, Toxoplama gondii, Treponema pallidum, Rubéola, Parvovirus B19, y
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Virus de Hepatitis B y C. A los pacientes que fueron diagnosticados con infeccion
congénita se les brindé tratamiento especifico o seguimiento, de acuerdo a lo estipulado
segun la etiologia; y se les dio seguimiento en los servicios de Infectologia, Oftalmologia,
Audiologia o Neurologia.

8.8 Métodos de recoleccién de muestras

Se indicé a la madre del neonato, que deberia acudir a la cita con al menos dos
horas de ayuno (esto con el fin de que no sean las inmunoglobulinas tipo IgA provenientes
de la leche materna las que se cuantifiguen). Se tomé la muestra de sangre venosa para
la realizacion de pruebas confirmatorias: una fraccion de ésta, se uso para cuantificar IgA,
IgM e IgE totales, para poder establecer la correlaciéon entre los valores en suero y saliva.
Mediante una puncién del brazo del neonato se obtuvieron 3mL de sangre por goteo en
un tubo de plastico; dicha accién fue realizada por la médica pediatra calificada. La saliva
se recolecté por aspiracion, entre el rodete inferior y la mucosa de la mejilla, con una
pipeta de plastico previamente esterilizada, hasta obtener al menos 100 uL; a
continuacién se deposité en un microtubo que contenia inhibidores de proteasas. Las
muestras se mantuvieron en frio si se procesaban ese mismo dia; de no ser el caso, la
saliva se almacend a -80°C vy el suero a -20°C. Ambas muestras fueron rotuladas con el
namero de folio y las iniciales de la madre.

8.9 Determinacion de concentracion de IgM, IgA e IgE

Nuestro instrumento de medicion fue el inmunoensayo enzimatico (ELISA) de
captura de antigenos, siendo en este caso la IgA, la IgM o la IgE los antigenos
(estandarizado previamente en el laboratorio de Inmunologia Experimental del Instituto
Nacional de Pediatria); se trata de pruebas cuantitativas. El método consiste en la union
de anticuerpos de cabra contra la inmunoglobulina a analizar (por medio de cargas) se
utilizaron inmuno-placas NUNC MaxiSorb de 96 pozos de fondo plano; posterior a la
sensibilizacién de los pozos se colocé la muestra; la interaccién antigeno-anticuerpo fue
puesta en evidencia con un conjugado anticuerpo anti IgM, anti IgA o anti IgE
respectivamente, acoplado a la enzima peroxidasa, la cual catalizO una reaccion de
oxido- reduccion que permite que un cromogeno incoloro e inerte se oxide dando un
producto colorido como puede observarse en la figura 2. Las ventajas de este método
son que no requiere un laboratorio sofisticado y que es una prueba rapida y simple.
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Figura 2. Fundamento y ejemplo de una placa de ELISA con pozos positivos (color fuerte)
y negativos (incoloros)

A continuacién se presentan las condiciones del ensayo utilizadas para las
muestras de suero y saliva, para la cuantificacion de las concentraciones de IgA, IgM e
IgE totales por ELISA de captura:

1. Se sensibilizan los pozos con 100uL de los anticuerpos de captura, a una
concentracién de anti-IgA de 2ug/mL, de anti-IgM de 0.125ug/mL o anti-IgE de 3ug/mL, en
amortiguador de boratos 0.01M, pH 8.0. Se cubren las placas con plastico adherente y se
dejan incubando a 4°C toda la noche.

2. Al otro dia, se tira el excedente y se lava 3 veces con 200uL de solucion amortiguadora
de fosfatos 0.1M, pH 7.2 (PBS) afiadido con Tween 20 al 0.5% (PBS-T) durante 5 minutos
cada lavado, y 2 veces con PBS, cinco minutos cada lavado; se tira el excedente.

3. Posterior al lavado, se bloquea la placa con 200 pL/pozo de albumina al 1% diluida en
PBS-T; se deja incubando a 37°C durante 30 minutos, y se tira el excedente;

4. Se lava la placa como se menciona en el paso niamero 3.

5. Para medir la concentracion de las inmunoglobulinas, se hace una curva estandar o de
referencia de las mismas, diluyéndolas en PBS a una concentracién de 0 a 0.5ug/ml para
IgA e IgM en 8 pozos (0.000, 0.007, 0.015, 0.031, 0.062, 0.125, 0.250 y 0.500) y a
concentraciones de 0 a 0.25pg/ml (0.000, 0.008, 0.016, 0.031, 0.63, 0.125 y 0.250) para el
caso de la IgE.

6. Se hacen las diluciones doble seriadas de las muestras de saliva en PBS-Tween 20,
iniciando con 1:50 en caso de la IgA,y en 1:5 en los casos de lalgM y la IgE; y para las
muestras de suero IgA 1:160, IgM 1:500 e IgE 1:40 se dejan incubando a 37°C durante 2
horas.

7. Se tira el excedente y se lava la placa como se menciona en el paso nimero 3.

8. Se hace una dilucion de los conjugados con peroxidasa en PBS-T, de 1:4000 para el
conjugado anti-IgA humana, de 1:2000 para el conjugado anti-lgM humana y de 1:1000
del conjugado anti-IgE humana Se ponen 100 pL/pozo en la placa, se dejan incubando a
37°C durante 2 horas.
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9. Se tira el excedente y se lava la placa como se menciona en el paso numero 3.

10. Se prepara la solucion de cromogeno sustrato: 5 ml de citrato de sodio + 5 ml de &cido
citrico + 4 pl de peroxido de hidrégeno + Y tableta de OPD (orto-fenilen-diamina) por
placa. Se colocan 100 uL/pozo y se deja en la oscuridad por un méaximo de 30 min,
revisando constantemente para parar la reaccion en cuanto comience a virar el color. La
reaccién se detiene colocando 50 pL/pozo de solucién de acido sulftrico 0.1N

11. Se colocan las placas se en un lector de ELISA a una longitud de onda de 490 nm
para obtener lecturas medidas en absorbancias.

Estos ensayos fueron realizados por un profesional con amplia experiencia.

Una vez obtenidas las lecturas de las absorbancias, se grafican los valores que
corresponden a la curva estandar o patrén, utilizando la férmula de la recta y= mx+b,
despejandola de la siguiente manera: x=y-b/m; donde: x= concentracion de IgA, IgM o
IgE segun sea el caso, y= valor de absorbancia; por regresién lineal se obtienen la
m=pendiente, la b= ordenada al origen. Posteriormente para obtener la concentracion de
cada inmunoglobulina en cada muestra, se intrapola el valor de absorbancia (y) en la
curva patron como se muestra en la figura 3. El valor de x obtenido se multiplica por el
factor de dilucién de la muestra, lo que permite reportar la concentracién en pg/mil.

490 nmA
© Curva patron
‘S
: S — p ° #
@© | Intrapolacion de la
< —
o i muestra problema
(7,) i
o |
< ;
- >

Concentracion
Figura 3. Patron de referencia teorico para cuantificacion de las inmunoglobulinas

8.10 Métodos de registro y procesamiento

El grupo de colaboracién del estudio, que incluye a los expertos que procesaron
las muestras, los médicos que realizaron las valoraciones clinicas, asi como quienes
recolectaron y analizaron las muestras, estuvieron cegados en cuanto al diagnostico
presuntivo de estado de salud del neonato. La responsable principal del estudio conocio
los resultados, ya que es quien se encargd de analizarlos para establecer el diagndstico
final con prontitud y asi proporcionar manejo clinico a los casos que asi lo requirieron.

La informacion fue recabada en formatos disefiados especialmente para su analisis;
posteriormente fue vaciada en una base de datos creada en Excel, se analizé la
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distribucion de las concentraciones con el programa estadistico Stata v.12.
Posteriormente la informacion fue analizada en el paquete SPSS v.21; se realizaron
curvas ROC para establecer el punto de corte, se hicieron calculos de correlacion de la
concentracion de cada inmunoglobulina entre las muestras de suero y saliva, mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman (rs) y finalmente se evalué la capacidad de la
prueba mediante los parametros de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo asi como las razones de verosimilitud positiva y negativa, con un intervalo de
confianza del 95%. Se determiné como significativa una P < 0.05.

9. Consideraciones éticas

Este estudio fue disefiado de conformidad con los principios de Helsinki, la Ley
General de Salud y a los principios armonizacion y buenas practicas clinicas. Esta
aprobado por los Comités de Investigacion y Etica del INP, con nimero de registro
002/2008. Se trata de un estudio observacional, sin embargo, los casos confirmados
fueron manejados médicamente de acuerdo a los estandares nacionales y del propio INP.
De acuerdo con el articulo 17 de la Ley General de Salud, en materia de investigacion
para la salud, esta investigacion se clasifica dentro de las de riesgo minimo.

10. Resultados

Se reclutaron 66 nifios, de los cuales se obtuvieron muestras pareadas de suero y
saliva; cinco de estas muestras se excluyeron del andlisis, debido a que tenian una edad
mayor a 30 dias; de las 61 restantes, el 91.8% correspondieron a cincuenta y seis
neonatos que procedian del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez; dos pacientes
(3.3%) del Instituto Nacional de Pediatria y tres (4.9%) del Instituto Nacional de
Perinatologia Dr. Isidro Espinosa de los Reyes (INPer). Treinta y cinco de los neonatos
(57.4%) fueron de sexo masculino y veintiséis (42.6%) de sexo femenino.

Se determinaron las concentraciones de las inmunoglobulinas, medidas en unidades
de pg/mL, mediante el ELISA de captura; hasta ese momento nos manteniamos cegados
al resultado del constructo (estandar de referencia); con los resultados se elaboraron los
graficos de frecuencia de concentracion para ambas muestras (figura 4). En el caso de la
IgE el tamaiio de muestra fue de 48 debido a que la cantidad de suero o saliva fueron
insuficientes para su procesamiento.
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El analisis de la distribucion de concentracion de las inmunoglobulinas con la prueba
estadistica de Shapiro-Wilks resulté en una distribucién no normal (P= 0.00000; cuadro
6).
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Figura 4. Distribucion de frecuencias de concentraciones de IgA (n=61), IgM (n=61)
e IgE (n=48)
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Cuadro 6. Distribucion de las concentraciones de las inmunoglobulinas con la prueba de
Shapiro-Wilks.

Variable Obs W v z Prob>z
IgA Suero 61 0.57690 23.305 6.793 0.00000
IgA Saliva 61 0.77398 12.450 5.441 0.00000
IgM_ Suero 61 0.80873 10.536 5.080 0.00000
IgM Saliva 61 0.36702 34.866 7.662 0.00000
IgE _Suero 48 0.63155 16.781 6.000 0.00000
IgE _Saliva 48 0.76275 10.805 5.064 0.00000

Posteriormente se realizaron gréficos de dispersion de las concentraciones con
respecto a la edad; en este momento ya se conocian los resultados del estandar de
referencia. Existieron seis casos de infeccion congénita por Toxoplama gondii y dos por
citomegalovirus, y 12 casos con alteraciones neurolégicas (retraso psicomotor leve y
moderado); dos de estos pacientes eran casos de toxoplamosis, los cuales se muestran
en lafigurab.

Hubo un aumento significativo de la IgA en suero y saliva a partir de los 10 dias
de edad. Nétese la diferencia de escalas entre las graficas de ambas muestras. La
concentracion de IgM en el suero también aumenta en relacion con la edad, no sucede lo
mismo en saliva (figura 6). Para la IgE, no se encontré cambio significativo con respecto
ala edad (figura 7).
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Figura 5. Relacion entre la concentracion de IgA en suero y saliva con respecto a la edad.
Los circulos representan los casos con infeccion congénita, toxoplasmosis en rojo y
citomegalovirus en azul; en verde se marcan casos con problemas neurolégicos y los
circulos de color rosa representan pacientes con infeccion congénita por Toxoplasma
gondii y retraso neurolégico. El punto que sobresale en la grafica de suero corresponde a
una muestra con 859 pg/mL.
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Figura 6. Relacion entre la concentracion de IgM en el suero y saliva y la edad de los
neonatos. Los circulos representan los casos con infeccion congénita, toxoplasmosis en
rojo y citomegalovirus en azul; en verde se marcan casos con problemas neurolégicos y
los circulos de color rosa representan pacientes con infeccion congénita por Toxoplama
gondii y retraso neuroldgico. Notese la gran diferencia en las escalas del eje de las
ordenadas entre ambas muestras. Los puntos que sobresalen en las graficas de suero
corresponden a muestras con valores de 2158.8, 1717.2, 1122.9 y 1044.8 pg/mL
respetivamente y en saliva el punto mas alto corresponde a 80.5ug/mL
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Figura 7. Relacion entre la concentracion de IgE en el suero y saliva y la edad de los
neonatos. Los circulos representan los casos con infeccidon congénita, toxoplasmosis en
rojo y citomegalovirus en azul; en verde se marcan casos con problemas neurolégicos y
los circulos de color rosa representan pacientes con infeccién congénita por T. gondii y
retraso neurologico.

29



Una vez realizados los gréaficos anteriores, y conociendo los casos con infeccién y
los casos con alteracion neuroldgica; se excluyeron del siguiente analisis, para determinar
si se obtenian distribuciones “normales”.

Con una n de 43 neonatos y sus muestras pareadas de suero y saliva para IgA e
IgM y 35 neonatos con sus respectivas muestras para IgE se obtuvo nuevamente la
distribucion de frecuencias de las concentraciones, pensando que una vez excluidos a los
neonatos “enfermos” encontrariamos una distribucion normal ver (figura 8) pero
nuevamente se observa heterogeneidad en la distribucion para las tres inmunoglobulinas.
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Figura 8. Grafico de distribucion de frecuencias de las concentraciones de IgA, IgM e IgE
en muestras de suero y saliva.

Con el fin de determinar si la ausencia de distribucion normal en las
concentraciones, se debia a cambios por la edad; se calcularon promedios por semana de
vida en los pacientes sanos.

Se categoriz6 la variable de edad en dias por edad en semanas. Cuando se
analizaron los resultados categorizados, se observan los cambios mostrados en el
cuadro 7. En el caso de la IgA los valores se incrementan en ambas muestras. La IgM
estuvo virtualmente ausente en las muestras de saliva y tuvo un aumento abrupto en la
tercera semana, para después disminuir; en suero, los valores se incrementan conforme a
las semanas. La IgE present6 cambios erraticos en ambas muestras. Al analizar los
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resultados con una desviacion estandar, observamos que estas son muy amplias y en
algunos casos superan el promedio. Debemos considerar que los tamafios de muestra
para cada grupo son pequefios y existe variabilidad entre ellos.

Cuadro 7. Promedios de concentracion de las inmunoglobulinas (pg/mL)
IgA IgM
SEMANAS Suero Saliva Suero saliva

Prom. DE Prom. DE Prom. DE Prom. DE Prom. DE Prom. DE

Primera
(1-7 dias) 5.0 8.4 1.4 2.4 226.2 2154 0.0 0.0 0.2 0.3 0.6 0.9
n=6
Segunda
(8-15 dias) 36.2 54.9 7.2 14.4 686.4 684.5 0.6 2.1 1.1 1.7 0.2 0.3
n=17
Tercera
(16-23 dias) 96.9 82.2 46.2 44,1 759.8 585.6 4.2 7.6 0.0 0.2 0.6 0.8
n=15
Cuarta
(24-30 dias) 65.3 23.6 53.4 20.1 778.6  749.9 0.1 0.1 0.0 0.0 0.7 1.1
n=5

Debido a que las concentraciones no se distribuyeron de manera normal, se
usaron curvas ROC para determinar el punto de corte para cada inmunoglobulina.

Segun las coordenadas de la curva (figura 9), se considera una prueba positiva
para IgA en suero a la concentracion mayor o igual a 80 ug/mL (sensibilidad de 0.75 y
especificidad de 0.77); con un area bajo de la curva de 0.818 con significancia de 0.004
e intervalos de confianza al 95% de 0.647 a 0.990. Para saliva, las concentraciones
mayores o iguales a 10 pg/mL dieron la mayor sensibilidad (0.63) y la mayor
especificidad (0.53); con un &rea bajo de la curva de 0.644 con significancia de 0.192 e
intervalos de confianza al 95% de 0.471 a 0.817.
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Figura 9. Curvas ROC de la IgA para suero y saliva, el cuadro representa el punto de
corte.

El punto de corte para la IgM, y de acuerdo a las coordenadas de la curva ROC
(figura 10), se considera una prueba positiva en suero, a una concentracién mayor o igual
a 600 pg/mL (sensibilidad de 0.63 y especificidad de 0.66); con un area bajo de la curva
de 0.599 con significancia de 0.370 e intervalos de confianza al 95% de 0.402 a 0.796.
Para saliva se consideraron positivas las concentraciones mayores o iguales a 1ug/mL -
sensibilidad de 0.38 y especificidad de 0.81-, con un area bajo de la curva de 0.531 con
significancia de 0.781 e intervalos de confianza al 95% 0.312 a 0.749.
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Figura 10. Curvas ROC de la IgM para suero y saliva, el cuadro representa el punto de
corte.
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Para la IgE, el punto de corte, de acuerdo a las coordenadas de la curva ROC
(figura 11), fue mayor o igual a 1ug/mL (sensibilidad de 0.14 y especificidad de 0.90);
con un area bajo de la curva de 0.443 con significancia de 0.630 e intervalos de
confianza al 95% de 0.219 a 0.666. Para saliva la concentracion mayor o igual a 0.7ug/mL
se consider6 positiva (sensibilidad de 0.43 y especificidad de 0.80); con un area bajo de
la curva de 0.575 con significancia de 0.530 e intervalos de confianza al 95% 0.350 a
0.709.
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Figura 11. Curvas ROC de la IgE para suero y saliva
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Los parametros de validez para la IgA, en suero y saliva, IgM en suero y saliva asi
como IgE en ambas muestras se presentan en los cuadros 8 al 13.

Cuadro 8. Pardmetros de validez para el ELISA de captura punto de corte 80 pg/mL.

ELISA Suero IgA

Pardmetros -
Férmula Valor 1.C (95%)
Estandar de Sensibilidad 6/6+2 075 38.74 - 100.00
IaA Referencia
g (Constructo) Especificidad 41/41+12 0.77 65.15-89.57
o + Valor predictivo positivo 6/6+12 0.33 8.78 -57.89
(Y]
[ I ’6‘ Valor predictivo negativo 41/41+2 0.95 87.89 - 100.00
985+ 6 12
3¢ 3 Cociente de probabilidad positivo 0.75/(1 - 0.77) 3.26 1.75-6.27
[=)] -
L a 9/ 2 41 ) - .
T Cociente de probabilidad negativo (1-0.75) /0,77 0.32 0.10-1.08
Precision o Exactitud 47/61 0.77 65.88 - 88.42
Cuadro 9. Parametros de validez para el ELISA de captura punto de corte 10 pg/mL.
. ELISA Saliva IgA
Parametros —
Formula Valor 1.C (95%)
Estandar de Sensibilidad 5/5+3 0.62 22.70 - 100.00
IgA Referencia E ificidad 28/28+25 0.52 38.45-67.21
(Constructo) spectiicida ; -0
© + - Valor predictivo positivo 5/5+25 0.16 1.66 - 31.67
I
3 B Valor predictivo negativo 28/28+3 0.90 78.30 - 100.00
g \Q = + 5 25
ju E,g - Cociente de probabilidad positivo ~ 0.62/ (1 -0.52) 1.29 0.72-2.43
A 3 28
T Cociente de probabilidad negativo (1 -0.62) /0,52 0.73 0.28 - 1.80
Precision o Exactitud 33/61 0.54 40.77 - 67.42
Cuadro 10. Parametros de validez para el ELISA de captura punto de corte 600 pg/mL.
. ELISA Suero IgM
Parametros -
Férmula Valor 1.C (95%)
Estandar de Sensibilidad 5/5+3 0.62 22.70 - 100.00
IgM Referencia —
(Constructo) Especificidad 35/35+18 0.66 52.34 - 79.73
o] + - Valor predictivo positivo 5/5+18 0.21 2.71-40.77
1> -~
2 w o Valor predictivo negativo 35/35+3 0.92 82.22 - 100.00
gogt 5 18
E 5, 5’, - Cociente de probabilidad positivo 0.62/(1 - 0.66) 1.84 0.96 - 3.54
8~ 3 35
© Cociente de probabilidad negativo (1-0.62) /0,66 0.57 0.23-1.42
Precisién o Exactitud 40/61 0.65 52.83-78.32
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Cuadro 11. Parametros de validez para el ELISA de captura punto de corte 1 pg/mL.

ELISA Saliva lgM

Parametros —
Formula Valor 1.C (95%)
Estandar de Sensibilidad 3/3+5 0.37 0.00 - 77.30
Ig M Referencia E ificidad 43/43+10 0.81 69.66 - 92.61
(Constructo) spectliciaa ; 00~ 92
3 + - Valor predictivo positivo 3/3+10 0.23 0.00 - 49.83
- N
E i g Valor predictivo negativo 43/43+5 0.89 79.90 - 99.27
vo=t 3 10
L5 ‘“ Cociente de probabilidad positivo 0.37/(1-0.81) 1.94 0.69-5.71
ag¥-
8 5 43
T Cociente de probabilidad negativo ~ (1-0.37) /0,81 0.77 0.44-1.34
Precision o Exactitud 46/61 0.75 63.78 - 87.04

Cuadro 12. Pardmetros de validez para el ELISA de captura punto de corte 1 pg/mL.

ELISA Suero IgE

Parametros -
Férmula Valor 1.C (95%)
IqE Estandar de Sensibilidad 11+6 0.14 0.00-47.35
g Referencia Especificidad 37/37+4 0.90 79.94 - 100.00
(Constructo)
o + _ Valor predictivo positivo 1/1+4 0.2 0.00 - 65.06
Q
n's ’a Valor predictivo negativo 37/37+6 0.86 74.53 - 97.57
285+ 1 4
- g‘a Cociente de probabilidad positivo 0.14/(1 - 0.90) 14 0.19-11.26
8- 6 37
T Cociente de probabilidad negativo (1-0.14) /0,90 0.95 0.69-1.31
Precision o Exactitud 38/48 0.79 66.64 - 91.70

Cuadro 13. Parametros de validez para el ELISA de captura punto de corte 0.7 pg/mL.

ELISA Saliva IgE

Parametros —
Formula Valor 1.C (95%)
IaE Estandar de Sensibilidad 3/3+4 0.42 0.00 - 86.66
g Referencia Especificidad 33/33+8 0.80 67.14 - 93.84
(Constructo)
© + - Valor predictivo positivo 3/3+8 0.27 0.00 - 58.14
Q
g =] ’ﬂ? Valor predictivo negativo 33/33+4 0.89 77.83 - 100.00
982+ 3 8
2 518 Cociente de probabilidad positivo 0.42/ (1-0.80) 2.1 0.76 - 6.32
bec” 4 33
T Cociente de probabilidad negativo (1-0.42) /0,80 0.72 0.37-1.37
Precision o Exactitud 36/48 0.75 61.71-88.29
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La correlacion para la IgA entre las muestras de suero y saliva fue rs= 0.602, P=
0.000, por lo tanto tenemos evidencia a favor de que si existe correlacion, con un valor de
Rho= 0.60, que indica buena correlacién. Para la IgM, la rs= 0.196, P= 0.129, por lo tanto
no existe correlacion entre ambas muestras, con un valor de Rho= 0.19. Para la IgE, la
r<= 0.045, P= 0.762, por lo tanto no existe correlacién entre ambas muestras, con un valor
de Rho= 0.04.

11. Discusion

El cuerpo humano al igual que el de otros animales esta dotado de sistemas que le
ayudan a mantener la homeostasis; uno de ellos es el Sistema Inmune, el cual reacciona
a estimulos internos y externos produciendo mediadores celulares y humorales, como los
anticuerpos, que presentan una exquisita especificidad. Es por esto que diversos
investigadores han demostrado la utilidad de los anticuerpos de clase IgG, IgA, IgM e
incluso IgE en el diagndstico de diversas enfermedades, incluidas las infecciosas. Si bien
se han buscado estas moléculas en diversos fluidos, la muestra mas empleada ha sido el
suero de la sangre periférica, la cual esta practicamente saturada de albumina e IgG. La
generacion de anticuerpos especificos de esta clase en contra de una infeccidn en curso
no altera los niveles totales de la misma, pues existen mecanismos que mantienen las
concentraciones estables dentro de los vasos.” Este fendmeno no es necesariamente
igual para las otras tres clases de anticuerpos IgM, IgA e IgE, cuyas concentraciones son
mucho mas bajas; ademas, en la sangre de los neonatos, sus niveles son todavia
menores no asi los de la IgG, que incluso pueden ser un poco mayores que los de su
madre.*® Mas aun, los anticuerpos de clase IgM, IgA e IgE no atraviesan la placenta, por
lo que los cambios en estas inmunoglobulinas son debidos a sintesis activa por parte del
feto. Cabe resaltar que se han observado niveles totales de IgM e IgA significativamente

mas altos en neonatos con infeccién perinatal que en aquellos que no estan infectados.'®
11

Para algunas infecciones congénitas como la toxoplasmosis, se ha empleado la
muestra de tamiz neonatal (sangre embebida en papel filtro) para diagnosticar
precozmente a los neonatos infectados, mediante la determinacion de anticuerpos anti-T.
gondii de clase IgM.” Sin embargo, existen dos problemas: la bisqueda de cada agente
etiolégico en todos los recién nacidos resulta de baja efectividad en relacién al costo; por
otro lado, la muestra de cordén umbilical puede estar contaminada con sangre materna y
dar falsos positivos.™ Para muchos otros padecimientos se ha demostrado que es mucho
mejor la sangre del talon, pero ésta implica una pequefia lesién al neonato. Por ello, en
este trabajo se explordé la posibilidad de medir un aumento significativo de las
concentraciones totales de las inmunoglobulinas de clase IgA, IgM e IgE sobre los niveles
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basales en los neonatos, con el fin de realizar una prueba de tamiz de cualquier infeccion
congénita, confirmando por medio de estudios especificos de etiologia a quienes resulten
sospechosos 0 positivos; al mismo tiempo se determind la utilidad de la saliva como
alternativa al suero para estos fines, ya que su obtencién es hoy un procedimiento
aceptado por los padres, pues no representa peligro para el pequefio, lo que convierte a
esta muestra en material biolégico adecuado para la deteccibn de anticuerpos,
principalmente cuando la obtencion de sangre no es posible o se obtiene muy poca. La
utilizacién de esta muestra para la deteccion de infecciones congénitas no habia sido
evaluada para el grupo de edad en estudio. Por todo lo anterior, era necesario establecer
los niveles basales en nifios de 1 a 30 dias de edad y la relacién entre las
concentraciones de las Igs en esta muestra con las del suero. En cuanto a la poblacion de
estudio, cabe mencionar que se disminuyd sesgo al abarcar todo el espectro de las
infecciones; es decir, se estudiaron pacientes sanos, asi como casos subclinicos y
aguellos con signos clinicos.

Un aspecto que result6 distinto a lo que nosotros esperdbamos, es que, debido a que
la IgA es secretora, era de suponer, que las concentraciones de esta en saliva tendrian
una distribucion normal; sin embargo, esto no fue asi. A pesar de los anterior, la
concentracion promedio para IgA en saliva, de los pacientes sanos (25.4 ug/mL) fue de
un nivel similar que aquel de otras poblaciones: 30.0 y 32.9 yg/mL, para neonatos sanos
de la poblacion venezolana y chilenos, respectivamente (cuadro 6). Mas aun, al revisar la
literatura constatamos que el fenbmeno de desviaciones estandar mayores que el
promedio, no se presenta so6lo en nuestros resultados, sino también en las mediciones de
las referencias antes mencionadas, por lo que en general no parece haber distribuciones
normales.

Como se mencioné anteriormente, se ha reportado una gran variabilidad de
concentraciones basales de IgM e IgA en suero de corddn umbilical y sélo hay un estudio
en el que analizaron los valores basales en bebés de un mes, que también fueron
distintos a los encontrados en los nifios de la cuarta semana de vida en esta tesis. Las
diferencias encontradas pueden deberse a las distintas técnicas empleadas, a diversidad
genética entre distintas razas humanas, o al tiempo transcurrido entre esos estudios y el
actual, pues ha habido cambios ambientales importantes en las Ultimas décadas, lo que
puede haber alterado la exposicién de las mujeres gestantes a distintos antigenos.

La discrepancia entre los resultados también puede deberse a que las poblaciones no
son comparables. La concentracion promedio de IgA en suero para un mes de edad de
acuerdo a lo reportado por Jolliff, es casi del doble (130 pyg/mL) del encontrado en este
estudio para bebés de la cuarta semana de edad (65.3 + 23.6 ug/mL), aunque en el
articulo solo menciona que la muestra fue seleccionada aleatoriamente y no especifica si
los pacientes eran sanos. En el caso de la IgM en suero la diferencia es al revés: Joliff et
al reportan 450 pg/mL, mientras que el promedio de concentracion de esta
inmunoglobulina para la cuarta semana de vida de los nifios sanos estudiados aqui fue de
778.6 pug/mL.
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De acuerdo a lo que esperdbamos, hubo buena correlacién entre el suero y la saliva
en cuanto a la concentracion de IgA, pero no la hubo en las concentraciones de la IgM o
la IgE. La primera estuvo virtualmente ausente en la saliva de los neonatos y la segunda
en ambas muestras. Cabe resaltar, que las concentraciones de IgM en saliva en este
grupo de edad no se han reportado en la literatura, y que no hay valores de referencia
para IgE en neonatos en ninguna de las dos muestras, pero era de suponer que seria raro
encontrarla, pues aun en adultos esta ausente en suero o su concentracion es muy baja.*?

En la literatura, las infecciones congénitas por citomegalovirus y sifilis son las de
mayor prevalencia; sin embargo, en nuestros resultados, la infeccién congénita de mayor
frecuencia fue la toxoplasmosis (6/61), seguida por citomegalovirus con dos casos. No se
encontraron neonatos infectados por algun otro de los cinco agentes etiolégicos incluidos
en el estudio. Lo anterior sugiere que Toxoplasma gondii es él agente mas frecuente en
México. Al respecto, recientemente se reporté que la prevalencia de T. gondii aumenté
por lo menos 8% entre 1987 y 2000.”’

Para fines de diagnéstico, definitivamente la inmunoglobulina E tanto en muestras
de saliva como en suero, asi como la IgM en saliva no resultan Gtiles para detectar casos
infectados. La IgA en suero con la mejor sensibilidad, resulta ser mas prometedora,
ademas tuvo menor nimero de falsos positivos, seguida por la IgM en suero con
resultados similares en cuanto a la sensibilidad a la IgA en saliva.

Con estos datos, nos preguntamos, ¢,Por qué hay tantos falos positivos? puede ser
gue otros factores que no necesariamente sean infecciosos, provoquen un aumento en
las concentraciones de las inmunoglobulinas, sabiendo de antemano que las
inmunoglobulinas que estamos estudiando son propias del neonato, encontramos
posibles respuestas, tales como: factores genéticos, abuso de sustancias por parte de la
madre, estado nutricional, higiene o inmunizaciones.?® Por otro lado, los resultados de la
investigacion de los colombianos, sugieren que la estimulacion antigénica en utero, sin
que se trate necesariamente de una infeccién, quizas sea mas frecuente entre las
poblaciones pobres.'* Los trabajos en donde realizan andlisis en busca de niveles
anormales de IgM e IgA en suero de cordén umbilical en relacién con infeccion congénita
0 sepsis neonatal, son de Ferrer y McMurray quienes obtuvieron un alto namero de falsos
positivos, por lo que se ha propuesto que existen otros factores que intervienen en la
sintesis de estas inmunoglobulinas por el feto ademas de las infecciones.*® ** El sindrome
de hiper IgM ocasiona niveles altos de esta inmunoglobulina en neonatos, sin embargo la
prevalencia de esta enfermedad es muy baja en México.”®

Posteriormente, al nacer, el neonato pasa de un medio estéril dentro del Gtero de
la madre, a otro lleno de antigenos, incluidos microorganismos de la flora normal que
colonizan y proliferan en él; las vacunas como BCG y tétanos, son fuentes adicionales de
antigenos. Mads aun se ha demostrado que la alimentacion con féormula, durante los
primeros dias de lactancia, expone al neonato a sustancias inmunogénicas y por lo tanto
se crean anticuerpos.”t Cabe mencionar que hicimos una comparacion entre nifios
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alimentados exclusivamente al seno materno, férmula y combinacion de ambas, sin
encontrar diferencias entre los grupos.

A pesar de lo anterior nuestros resultados sugieren que la medicién de la IgA en el
suero y saliva de los recién nacidos, asi como la medicién de IgM en suero, pueden ser
dtiles para casos con sospecha clinica, dado los valores predictivos positivos encontrados
en este grupo con una prevalencia relativamente alta de casos infectados.

Un aspecto de mayor importancia es el aumento significativo de los niveles, sobre
todo de IgA, a lo largo del primer mes de vida y en particular entre la primera y la segunda
semana; por lo que es muy importante aumentar el tamafio de muestra para definir puntos
de corte ajustados por semana de vida, lo que posiblemente redundaria en cambios en
los parametros diagndsticos.

12. Conclusiones

e Las concentraciones en la IgA en ambas muestras y de IgM en suero se
incrementan a lo largo del primer mes de vida, si bien se observa un aumento
brusco entre la primera y la segunda semanas en ambos casos.

e La IgA fue la Unica Ig para la cual existi6 correlacion significativa entre las
concentraciones en suero y saliva.

e La cuantificacion de IgA en saliva podria ser una alternativa sélo cuando no es
posible obtener sangre periférica.

e Las altas concentraciones de IgA, IgM o IgE, no son necesariamente indicativas de
infeccion congénita y pueden deberse a la exposicion del feto y el recién nacido a
otros antigenos.

e La toxoplasmosis surgié como la infeccion congénita mas frecuente.
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