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RESUMEN

Introduccion: La deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) cursa con produccion
deficiente de anticuerpos contra el Streptococcus pneumoniae (neumococo), cuyo
diagnostico requiere la cuantificacion de anticuerpos anti-neumococo post-
inmunizacion con vacuna neumocdcica 23-valente (PPV23). En Paraguay no estan
disponibles los métodos de laboratorio para detectar SAD y no existen datos de
pacientes diagnosticados. Objetivo: Detectar la presencia de SAD mediante la
evaluacion de la respuesta anti-neumococo en pacientes pediatricos con infecciones
recurrentes. Materiales y Métodos: Fueron incluidos pacientes de 2 a 17 afios de edad
con infecciones recurrentes y atendidos en consultorios de pediatria de hospitales
publicos (periodo 2019-2020). Se midieron los niveles séricos de anticuerpos anti-
neumococo pre y post-inmunizacion con PPV23 por el ensayo de ELISA global, y las
inmunoglobulinas séricas IgA, 1gG, IgM y subclases de IgG por inmunodifusion
radial. Resultados: Fueron estudiados 42 pacientes con mediana de edad de 5 afos.
Se observd predominio de infecciones respiratorias (30/42) y alergias (33/42). Los
niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo aumentaron significativamente
(p<0,001) post-inmunizacion con PPV23, sin embargo, dos pacientes (4,8%) con
respuesta anti-neumococo deficiente fueron definidos como casos de SAD. Se
detectaron otras deficiencias de anticuerpos como 4 casos de deficiencia aislada de
IgG, 3 deficiencias de IgA y una inmunodeficiencia comun variable. Tres pacientes
tuvieron niveles disminuidos de subclases de 1gG. Conclusiones: Se aportaron los
primeros datos sobre casos de SAD detectados en Paraguay Yy se inicio el proceso de
implementacién de la metodologia diagndstica para ofrecerla posteriormente como un
servicio a la comunidad.

Palabras claves: Deficiencias de Anticuerpos Primarios, Vacunas Neumocaocicas,
Infecciones, Nifios, Diagnostico.
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ABSTRACT

Introduction: Specific antibody deficiency (SAD) occurs with a deficient production
of antibodies against Streptococcus pneumoniae (pneumococcus), which diagnosis
requires the gquantification of anti-pneumococcal antibodies post-immunization with
23-valent pneumococcal vaccine (PPV23). Laboratory methods to detect SAD are not
available in Paraguay and there are no data on diagnosed patients. Aim: To detect the
presence of SAD by assessment of the anti-pneumococcal response in pediatric
patients with recurrent infections. Materials and Methods: Patients aged between 2
to 17 years with recurrent infections who attended to pediatric services of public
hospitals (period 2019-2020) were included. The serum levels of anti-pneumococcal
antibodies were measured before and after immunization with PPVV23 by the global
ELISA assay, and the serum immunoglobulins IgA, 1gG, IgM and 1gG subclasses were
measured by radial immunodiffusion. Results: 42 patients with a median age of 5
years were studied. A predominance of respiratory infections (30/42) and allergies
(33/42) was observed. Serum levels of anti-pneumococcal antibodies increased
significantly (p<0.001) post-immunization with PPV23, however, two patients (4.8%)
with an impaired anti-pneumococcal response were defined as cases of SAD. Other
antibody deficiencies were found such as 4 cases of isolated 1gG deficiency, 3 IgA
deficiencies, and one common variable immunodeficiency. Three patients had
decreased IgG subclass levels. Conclusions: The first data of SAD cases detected in
Paraguay are provided in this study; in addition, the process of implementation of the
methodology for its diagnosis has begun, in order to offer it later as a service to the
community.

Keywords: Primary Antibody Deficiencies, Pneumococcal Vaccines, Infections,
Children, Diagnosis.
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1. MARCO TEORICO



1.1 Sistema inmunitario
1.1.1 Generalidades

El término inmunidad deriva de la palabra latina immunitas, que se refiere a la
proteccion frente a procesos legales de la cual disfrutaban los senadores romanos
mientras permanecian en el ejercicio de su cargo. Histéricamente, el término
inmunidad ha hecho referencia a la proteccion frente a la enfermedad, especificamente,
frente a las enfermedades infecciosas. Las células y las moléculas responsables de la
inmunidad constituyen el sistema inmunitario, y su respuesta conjunta y coordinada

frente a la introduccidn de sustancias extrafias, es la respuesta inmunitaria (1).

El sistema inmunitario es una red compleja de células y érganos que cooperan
entre si para proteger al individuo de los microorganismos infecciosos y de las
amenazas propias del organismo como el céancer. Este complejo sistema esta
especializado en identificar el peligro, contenerlo y finalmente eliminarlo, y lo
componen células altamente especializadas, proteinas, tejidos y érganos (2). Ademas,
sustancias extrafias no infecciosas pueden desencadenar respuestas inmunitarias, y en
algunas situaciones, los mecanismos que normalmente protegen a los individuos de la

infeccion, también son capaces de provocar lesiones tisulares y enfermedad (3).
1.1.2 Sistema inmunitario innato y adaptativo

Al sistema inmunitario se lo divide en dos componentes, la inmunidad innata
y la inmunidad adaptativa (o adquirida), que colaboran para proteger al organismo. La
inmunidad innata incluye mecanismos moleculares y celulares que se activan antes de
una infeccion y cuyo fin es prevenirla o eliminarla. Esta primera linea de defensa
altamente eficaz impide la mayoria de las infecciones desde el principio, o las anula
en las horas gque siguen a su contacto con el sistema inmunitario innato. Los elementos
de reconocimiento de este sistema distinguen de manera precisa entre lo propio y lo
extrafio, pero no estan especializados para distinguir diferencias pequefias en las

moléculas extrafas (3).



Una segunda forma de inmunidad, conocida como inmunidad adaptativa, se
establece en respuesta a las infecciones y se adapta para reconocer, eliminar y mas
tarde recordar al patdgeno invasor. La inmunidad adaptativa se desarrolla a partir de
lainnata y comienza pocos dias después de la infeccion inicial. Constituye una segunda
linea de defensa amplia que elimina los patégenos que evaden las reacciones innatas
0 persisten a pesar de éstas. Una importante consecuencia de la reaccion inmunitaria
adaptativa es la memoria; si el mismo agente patdgeno u otro estrechamente
relacionado infectan al organismo en una segunda ocasion, las células de memoria
aportan los medios para que el sistema inmunitario adaptativo desencadene un ataque

rapido y a menudo muy eficaz contra el invasor (1).
1.2 Componentes del sistema inmunitario
1.2.1 Componentes de la inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los
microbios. Consta de mecanismos de defensa celulares y bioquimicos que existen
antes incluso de la infeccion y que pueden responder con rapidez a ella. Estos
mecanismos reaccionan con los productos de los microbios y de las células dafiadas, y

responden de una forma précticamente idéntica a infecciones repetidas (1).

Los mecanismos de la inmunidad innata responden a estructuras que son
comunes a grupos de microbios relacionados y no pueden distinguir diferencias finas
entre ellos. Los principales componentes de la inmunidad innata son: 1) barreras fisicas
y quimicas, como el epitelio y las sustancias quimicas antimicrobianas producidas en
las superficies epiteliales; 2) células fagociticas (neutrofilos, macrofagos), células
dendriticas, y linfocitos citoliticos naturales (células natural killer) y otras células
linfociticas innatas, y 3) proteinas sanguineas, incluidos miembros del sistema del

complemento y otros mediadores de la inflamacion (1,3).
1.2.2 Componentes de la inmunidad adaptativa

Diferente a las respuestas de la inmunidad innata, existen otras respuestas

inmunitarias estimuladas por la exposicion a microorganismos infecciosos que



aumentan en magnitud y capacidades defensivas con cada exposicién sucesiva a un
microbio en particular. Debido a que esta forma de inmunidad surge como respuesta a

la infeccidn y se adapta a ella, se denomina inmunidad adaptativa (1).

La inmunidad adaptativa se caracteriza por la capacidad de distinguir diferentes
sustancias, lo que se llama especificidad, y responder de forma mas vigorosa a
exposiciones repetidas al mismo microbio, lo que se conoce como memoria. Las
células de la inmunidad adaptativa son los linfocitos T (inmunidad celular), de los
cuales basicamente existen los linfocitos TCD4+ (cooperadores) y los TCD8+
(citotdxicos), y los linfocitos B, estos dltimos son los productores de anticuerpos o
inmunoglobulinas (inmunidad humoral). Las sustancias que suscitan respuestas
inmunitarias especificas o son reconocidas por linfocitos o anticuerpos se llaman

antigenos (1,3).

1.3 Linfocitos B y respuesta de anticuerpos

1.3.1 Desarrollo de los linfocitos B

La formacion de células B maduras es independiente del contacto con
antigenos y tiene lugar en los érganos linfoides primarios, el higado fetal durante la
gestacion, y subsecuentemente, en la médula 6sea durante el resto de la vida. Una serie
de estados de desarrollo y maduracion, desde una célula precursora pluripotente hasta

una célula B madura ocurren en estos sitios (4).

Durante este proceso de maduracion de una célula B, ocurre un complejo
mecanismo que constituye el evento clave para el desarrollo de un repertorio diverso
de especificidades de anticuerpos, denominado rearreglo funcional de los genes de la
cadena pesada de inmunoglobulinas y de los segmentos de la cadena liviana del
receptor de célula B (BCR) (1,4). Después de una estimulacién antigénica en conjunto
con otras sefiales, lo cual tiene lugar en los 6rganos linfoides periféricos como los
nodulos linfoides, una célula B madura se diferencia a una célula efectora productora

de anticuerpos (célula plasmatica) o a una célula de memoria (4).



1.3.2 Anticuerpos o inmunoglobulinas

Los anticuerpos son proteinas circulantes que se producen en los vertebrados
en respuesta a la exposicion a estructuras extrafias conocidas como antigenos,
presentan una elevada diversidad y especificidad para reconocer estructuras
moleculares extrafias, y son los mediadores de la inmunidad humoral contra todas las
clases de microbios. Son proteinas sintetizadas Gnicamente por células B y existen en
dos formas: los anticuerpos unidos a membrana en la superficie de los linfocitos B, los
cuales actan como receptores para el antigeno, y los anticuerpos secretados que
neutralizan las toxinas, impiden la entrada y propagacion de los microorganismos

patdgenos y los eliminan (1).

Las moléculas de anticuerpo, o inmunoglobulina (1g), tienen una estructura de
cuatro cadenas peptidicas, integrada con dos cadenas ligeras (L, del inglés light)
idénticas, y dos cadenas pesadas (H, del inglés heavy) también idénticas. Cada cadena
L est& unida a una cadena H por un enlace disulfuro y por interacciones no covalentes
para formar un heterodimero H-L. Dos heterodimeros H-L se unen entre si para formar
la estructura de anticuerpo basica (H-L).. Las cadenas pesadas de una molécula de

anticuerpo particular determinan su clase o isotipo: IgM (n), IgG (y), IgA (a), IgD ()
o IgE (¢) (3).

Las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas constan de regiones
amino terminales variables (V) que participan en el reconocimiento del antigeno, al
cual se unen en sitios especificos denominados determinantes antigénicos o epitopos,
y de regiones carboxilo terminales constantes (C); las regiones C de las cadenas
pesadas median las funciones efectoras de los anticuerpos, como por ejemplo la

activacion del sistema del complemento (1).
1.3.3 Respuesta de anticuerpos dependiente de células T

Este tipo de respuesta es caracteristica frente a antigenos proteinicos y requiere
que los linfocitos B especificos interioricen el antigeno, lo procesen y presenten los
péptidos a los linfocitos TCD4+ cooperadores, que después activan a los linfocitos B,

por esta razon, las proteinas se clasifican como antigenos dependientes de células T.



El término linfocito T cooperador surgi6 del conocimiento de que ellos estimulan, o
ayudan, a los linfocitos B a producir anticuerpos. Un tipo especializado de linfocito T
cooperador, el folicular, facilita la formacion de centros germinales, que son
estructuras generadas en los 6rganos linfaticos donde tienen lugar varios aspectos de
la respuesta humoral dependiente de células T (1).

En este tipo de respuesta es esencial la interaccion de la proteina CD40 con su
ligando (CD40L). CD40 es una glicoproteina transmembrana que funciona como
receptor de superficie celular y es expresada de forma constitutiva en la superficie de
las células B, mientras que su ligando CD40L, es expresado de forma transitoria en la
superficie del linfocito TCD4+, después de su activacién mediante la presentacion de

antigeno y co-estimulacion por moléculas expresadas en las células dendriticas (4).

Esta interaccion CD40-CD40L sobre la superficie de la célula B conduce a la
transcripcion de genes especificos que resulta en la expansion clonal, el cambio de
clases de inmunoglobulinas para dar los diferentes isotipos, la hipermutacion somatica
que incrementa la afinidad antigénica, y la generacion de células de memoria de larga
viday células plasmaticas productoras de anticuerpos; el centro germinal de un nédulo

linfoide es el sitio primario para estos eventos (5).
1.3.4 Respuesta de anticuerpos independiente de células T

La respuesta de anticuerpos a antigenos no proteinicos multivalentes, asi
Ilamados porque cada molécula contiene mdltiples epitopos idénticos, como los
polisacaridos, algunos lipidos y los acidos nucleicos, no requiere de linfocitos T
cooperadores. Esta respuesta la desencadena la union del BCR a su antigeno, y pueden
potenciarse mediante las sefiales de otros receptores de los linfocitos B (1). Mientras
la respuesta dependiente de células T puede requerir varios dias en desarrollarse, la
independiente de células T esta caracterizada por una rapida produccion de
anticuerpos, sobre todo de IgM, con un cambio limitado de isotipo a IgG e IgA,
ademas, no se produce la maduracién de afinidad antigénica y las células B de

memoria solo se generan frente a antigenos polisacaridos (4).



Los antigenos que producen respuestas independiente de células T, utilizan
varias vias de activacion tales como, el entrecruzamiento de los BCRs en la superficie
de la célula B mediante sus epitopos antigénicos repetitivos, como es el caso de
bacterias con cépsulas de polisacaridos, o bien, la activacion de células B mediante las
vias de los receptores tipo toll (TLRs) (6). En respuesta a la activacion de los TLRs,
las células B pueden aumentar la expresion de factores de la superfamilia del TNF
(factor de necrosis tumoral), uno de ellos denominado BAFF (factor de activacion de
célula B de la familia del TNF) y otro, un ligando de induccién de proliferacion
denominado APRIL; estos factores pueden mediar el cambio de isotipo de
inmunoglobulinas cuando se unen a su receptor comdn denominado TACI (receptor
de la familia del TNF), sobre la célula B (4).

1.3.5 Subpoblaciones de células B

Subpoblaciones especializadas de células B, llamadas células B de la zona
marginal y células B1, son mediadoras de la respuesta humoral independiente de
células T. Las células B de la zona marginal residen en el bazo, entre el limite de la
pulpa blanca y roja en la lamina linfoide periarteriolar, donde encuentran y reaccionan
contra patdgenos transportados por la sangre. Su respuesta a antigenos polisacaridos
las hace particularmente importantes para la defensa contra bacterias encapsuladas
potencialmente mortales y de elevada prevalencia en humanos, como por ejemplo, el

Streptococcus pneumoniae (neumococo) (7).

Las células B1 se encuentran en las cavidades peritoneal y pleural, producen
anticuerpos de especificidad restringida a estructuras comunes de los patdgenos, tales
como los polisacaridos de la pared celular bacteriana. Serian las responsables de
producir los “anticuerpos naturales” contra bacterias en el huésped que atin no se han
enfrentado a las mismas, y responden rapidamente a patégenos que ingresan por las
mucosas (8). El receptor TACI se encuentra altamente expresado en las células B de
la zona marginal y en las B1, y probablemente tendria un rol importante en la

activacion de estas poblaciones celulares (9).



En resumen, distintos subgrupos de linfocitos B responden de forma preferente
a diferentes tipos de antigenos (Figura 1), asi, los linfocitos B foliculares en los 6rganos
linfaticos periféricos producen, sobre todo, respuestas de anticuerpos a antigenos
proteinicos con la colaboracion de los linfocitos TCD4+. Los linfocitos B de la zona
marginal del bazo y otros tejidos linfaticos reconocen antigenos multivalentes, como
polisacaridos de transmision hematica, y desencadenan principalmente respuestas de
anticuerpos independientes del linfocito T. Los linfocitos B1 en los tejidos mucosos y

el peritoneo también median en gran medida respuestas independientes del linfocito T

(D).
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Figura 1. Diferentes subgrupos de linfocitos B median diferentes tipos de
respuestas de anticuerpos. Los linfocitos B foliculares responden a antigenos
proteinicos y asi inician respuestas de anticuerpos dependientes de células T. Las
respuestas independientes de células T frente a antigenos multivalentes estan
mediadas, sobre todo, por linfocitos B de la zona marginal en el bazo y linfocitos B1
en las mucosas. (Fuente: Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Inmunologia celular y
molecular. 9na ed. Barcelona, Espaiia: Elsevier Inc; 2018).



1.3.6 Respuesta de anticuerpos a bacterias con capsulas de polisacaridos

El significado practico de los antigenos independientes de células T es que
muchos polisacéridos de la pared celular bacteriana pertenecen a esta categoria y que
la inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa del huésped contra las
infecciones producidas por estas bacterias encapsuladas y extracelulares, como el
Streptococcus pneumoniae (neumococo), Haemophilus influenzae tipo b (Hib) y
Neisseria meningitidis (meningococo). Los mecanismos efectores usados por los
anticuerpos para combatir estas infecciones son la neutralizacion, la opsonizacion y

fagocitosis, y la activacion del complemento por la via clasica (1).

Un claro ejemplo de la importante funcion que tienen los anticuerpos en la
defensa del organismo frente a bacterias encapsuladas como el neumococo y
Haemophilus influenzae, es la presencia de infecciones cronicas, recurrentes y/o
severas causadas por estos patdgenos en sujetos con deficiencias congénitas de la

inmunidad mediada por anticuerpos (4).

1.4 Deficiencias del sistema inmunitario

1.4.1 Generalidades

El sistema inmunitario esta compuesto por células altamente especializadas,
proteinas, tejidos y érganos. Los linfocitos T y B, las células fagociticas y factores
solubles como las proteinas del complemento son los principales componentes del
sistema inmune y tienen una funcién critica y especifica en la defensa del organismo.
Cuando uno o mas componentes de este complejo sistema inmune no funcionan
adecuadamente o estan ausentes, se originan las deficiencias del sistema inmunitario

o inmunodeficiencias (2).

La integridad del sistema inmunitario es esencial para la defensa contra los
microorganismos infecciosos y, por tanto, para la supervivencia de todos los sujetos.
Los defectos de uno o mas de sus componentes pueden llevar a trastornos graves y a
menudo mortales, que son las inmunodeficiencias, las cuales se clasifican en dos
grupos: las congeénitas, también llamadas inmunodeficiencias primarias (IDPs), son

defectos génicos que aumentan la susceptibilidad a infecciones y que se manifiestan
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con frecuencia en la infancia, pero a veces en fases posteriores de la vida y, las
inmunodeficiencias adquiridas o secundarias que no son hereditarias, sino que
aparecen como consecuencia de la malnutricion, el cancer, el tratamiento con

inmunosupresores y/o la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana-VIH

(1).
1.4.2 Inmunodeficiencias primarias
1.4.2.1 Generalidades

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son trastornos congénitos poco
frecuentes, cronicos y severos del sistema inmunitario, en los cuales los pacientes
afectados no pueden desarrollar una respuesta inmunitaria suficientemente protectora,
conduciendo a un incremento en la susceptibilidad a infecciones (10). Estas patologias
constituyen desordenes hereditarios en la funcion del sistema inmune, muchas de ellas
estan asociadas a un Unico defecto génico mientras que otras pueden deberse a defectos
poligénicos, o incluso, pueden representar interacciones de caracteristicas

determinadas genéticamente con el ambiente o el estrés por infecciones (2).

La incidencia real de estas patologias no se ha establecido claramente; las
incidencias estimadas son muy variables, desde 1:300 a 1:700 nacidos vivos para la
deficiencia de inmunoglobulina A, descrita como la inmunodeficiencia primaria mas
comudn, hasta 1:200000 nacidos vivos para la relativamente rara enfermedad
granulomatosa crénica (11). Las IDPs fueron tradicionalmente consideradas como
enfermedades raras afectando a aproximadamente 1:10000 a 1:50000 nacidos vivos
segun el ultimo reporte del Comité de Expertos de la Unidn Internacional de
Sociedades de Inmunologia (IUIS), donde utilizan por primera vez la denominacién
de “Errores Innatos Humanos de la Inmunidad” para las inmunodeficiencias primarias
(12).

Una inmunodeficiencia primaria (IDP) debe sospecharse cuando las infecciones
se presentan de forma maés frecuente y severa que lo usual, ademas, las infecciones por
microorganismos oportunistas y la falta de una respuesta adecuada a tratamientos

convencionales, también podrian ser sefiales de una IDP (13). También es importante
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explorar la historia familiar para el reconocimiento de los trastornos genéticos, la que
puede revelar consanguinidad en los padres, muertes infantiles tempranas
inexplicables en la familia o aparicion de sintomas similares en los miembros de la
familia. Por ejemplo, varios hermanos afectados de la misma familia apuntan a una
herencia autosémica recesiva, sin embargo, muchas mutaciones pueden ser nuevas y

los antecedentes familiares estar ausentes, incluso si hay un defecto genético (2).

Cabe mencionar que varias asociaciones internacionales han establecido signos
de sospecha para IDPs, por ejemplo la Fundacién Jeffrey Modell de los Estados
Unidos, creada hace mas de 30 afios y cuyo primer proyecto en el afio 1990 fue
desarrollar las “10 sefiales de advertencia de IDPs”, las que fueron revisadas en el 2010
y algunas de ellas son: cuatro 0 mas otitis nuevas en un afio, dos 0 mas sinusitis graves
en un afio, dos 0 mas neumonias en un afio, abscesos recurrentes en drganos o piel,
entre otras (14). EI nimero de pacientes diagnosticados con IDPs se ha incrementado
alrededor del mundo, no obstante, los médicos contintan conociendo poco sobre estos
desordenes y muchos pacientes son diagnosticados tardiamente, sufriendo
complicaciones por las infecciones cronicas, dafos irreversibles de algunos 6rganos o
incluso la muerte antes de un diagnostico definitivo. El diagndstico oportuno vy el

tratamiento apropiado son la clave para el manejo exitoso de pacientes con IDPs (2).
1.4.2.2 Clasificacion de las inmunodeficiencias primarias

El Comité de Expertos de la Union Internacional de Sociedades de
Inmunologia (IUIS), actualiza y publica cada dos afios una clasificacion de IDPs
basada en los defectos génicos subyacentes. Existen actualmente un poco mas de 400
inmunodeficiencias primarias, y la nueva denominacién para este grupo de
enfermedades es la de “Errores Innatos Humanos de la Inmunidad”, un término nuevo
aun no utilizado ampliamente por los grupos que trabajan y publican sobre estas
patologias, las cuales se clasifican en las siguientes categorias: inmunodeficiencias que
afectan la inmunidad celular y humoral (o combinadas), inmunodeficiencias
combinadas con caracteristicas asociadas o sindrémicas, deficiencias predominantes
de anticuerpos (DPA), enfermedades de desregulacion inmune, defectos congénitos

del nimero o funcion de fagocitos, defectos en la inmunidad intrinseca e innata,
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enfermedades autoinflamatorias, deficiencias del complemento, insuficiencias de la

médula 6sea y fenocopias de errores innatos de la inmunidad (12).

Ademas de esta clasificacion basada en los defectos génicos, el Comité de
Expertos IUIS reporta también cada dos afios una clasificacion fenotipica de estas
patologias, la cual consiste en algoritmos de diagnostico sencillos de interpretar y de
mucha utilidad para la orientacion diagnostica. Asi, estos algoritmos diagnosticos
estan basados en el fenotipo clinico e inmunoldgico (de laboratorio) del paciente, para
cada una de las categorias de los errores innatos de la inmunidad/inmunodeficiencias

primarias (15).

Por otra parte, una herramienta muy valiosa para el diagnostico y el manejo
terapéutico de las IDPs son los criterios establecidos por la Academia Americana de
Asma, Alergia e Inmunologia (AAAAI) y por el Colegio Americano de Asma, Alergia
e Inmunologia (ACAAI). Basados principalmente en la clasificacion de los expertos
IUIS, estos criterios presentan con mayor detalle el fenotipo clinico e inmunolégico
para cada IDP, de modo a definir y establecer con mayor precision el diagnéstico de
la patologia, ademéas de proporcionar las opciones terapéuticas actuales para cada

grupo de inmunodeficiencia primaria (11).

1.5 Deficiencias predominantes de anticuerpos

1.5.1 Generalidades

Las deficiencias predominantes de anticuerpos (DPA), también denominadas
deficiencias humorales, son las IDPs més frecuentes y comprenden aproximadamente
la mitad de todos los casos diagnosticados (11). La mayoria de las DPA que han sido
definidas a nivel molecular surgen de defectos intrinsecos del desarrollo y/o funcién
de células B, que son los linfocitos especializados en producir y secretar anticuerpos.
Sin embargo, ciertos desordenes que se manifiestan principalmente por una
produccion alterada de anticuerpos, también pueden surgir de defectos en las células
T cooperadoras en la funcion de células B. Por otra parte, las bases moleculares de
muchas deficiencias de anticuerpos ain no han sido establecidas, y los pacientes son

diagnosticados y tratados segun su fenotipo clinico e inmunologico (4).
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1.5.2 Clasificacion de las deficiencias predominantes de anticuerpos

La clasificacion genotipica y fenotipica actual de los expertos IUIS contempla
las siguientes DPA: inmunodeficiencia comun variable (CVID), agammaglobulinemia
ligada al cromosoma X (XLA) o de Bruton, sindrome de hiper IgM (HIgM),
deficiencia selectiva de IgA (DSIgA), deficiencias de subclases de inmunoglobulina
G, la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD, por el inglés “specific antibody
deficiency”), entre otras deficiencias de anticuerpos (12,15). Las cuatro primeras
cursan con una reduccion leve, moderada o severa de los niveles de inmunoglobulinas
en sangre (hipogammaglobulinemia) de uno o mas isotipos (IgA, IgG y/o IgM), a
diferencia de SAD, donde los niveles de inmunoglobulinas totales y las subclases de
IgG se encuentran normales pero la respuesta de anticuerpos contra antigenos

polisacéridos esta alterada (11,16).
1.5.3 Caracteristicas de las deficiencias predominantes de anticuerpos
1.5.3.1 Fenotipo inmunolégico

La hipogammaglobulinemia y/o la respuesta alterada de anticuerpos
especificos, como los dirigidos a antigenos polisacaridos, son los principales fenotipos
inmunoldgicos en las DPA, aungue estas alteraciones también pueden observarse en
las inmunodeficiencias combinadas y, ademdas, pueden presentarse en
inmunodeficiencias especificas que afectan principalmente la respuesta inmune
celular. Se define a la hipogammaglobulinemia como una disminucién de los niveles
séricos de inmunoglobulinas totales IgA, IgG y/o IgM por debajo del rango

considerado de referencia para la edad del paciente (4).

En la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA), asi como en las
formas autosémicas recesivas, se observan nimeros extremadamente bajos o incluso
ausencia de linfocitos B en sangre periférica, y debido a que estas células son las
productoras de anticuerpos del sistema inmune, los niveles séricos de todos los isotipos
de inmunoglobulinas estan casi indetectables. La inmunodeficiencia comun variable
(CVID) se caracteriza por una reduccién de IgA e IgG, con o sin reduccién de IgM,

ademas de una alterada respuesta de anticuerpos dirigidos a polisacaridos. Las
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deficiencias de anticuerpos consideradas menos severas como la DSIgA, la deficiencia
de subclases de IgG, la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) y la
hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia, estan asociadas a una disminucion
muy variable de clases o subclases de inmunoglobulinas séricas, a veces acompafiada

de una defectuosa respuesta de anticuerpos a antigenos polisacéridos (11).
1.5.3.1 Caracteristicas clinicas

El espectro clinico de las DPA es muy amplio, a pesar de ello, la caracteristica
clinica predominante es la presencia de infecciones recurrentes del tracto respiratorio
superior e inferior, siendo bacterias encapsuladas como Streptococcus pneumoniae
(neumococo) y Haemophilus influenzae, los patdgenos cominmente aislados en
pacientes con estos trastornos, resaltando el rol de los anticuerpos en la proteccion

frente a bacterias extracelulares y encapsuladas (4).

Por otra parte, las deficiencias de anticuerpos se asocian a la presentacién de
enfermedad alérgica, probablemente debido a que la ausencia o los niveles reducidos
de IgA, IgG y/o IgM en pacientes con DPA conducen a que los alérgenos atraviesen
las mucosas y aparezca la sensibilizacién, produccién de IgE especifica y finalmente
la reaccion alérgica (17). Ademas, las alergias no tratadas adecuadamente pueden
contribuir a la presentacion de infecciones con mayor frecuencia y severidad (18).

1.6 Deficiencia de anticuerpos especificos

1.6.1 Generalidades

Los primeros reportes de casos del sindrome de deficiencia de anticuerpos con
concentraciones de inmunoglobulinas séricas normales, como se lo llamé inicialmente,
fueron realizados en el afio 1980 (19); mas tarde se reportaron casos donde ya se
clasificaba a esta deficiencia como una respuesta alterada a antigenos polisacaridos
(20,21), la cual actualmente recibe el nombre de deficiencia de anticuerpos especificos

(SAD, por el inglés “specific antibody deficiency”).

La deficiencia de anticuerpos especificos (SAD), clasificada dentro del grupo
de las DPA, se caracteriza por una alterada respuesta de anticuerpos a antigenos
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polisacaridos. Su prevalencia no ha sido establecida con exactitud, pero se estima que
es elevada, con unos pocos estudios que reportan 5 a 10% de esta deficiencia en nifios
con infecciones recurrentes (4), incluso algunos estudios han reportado frecuencias
superiores a 10% en poblacion pediatrica con infecciones respiratorias recurrentes
(22,23).

1.6.2 Caracteristicas de la deficiencia de anticuerpos especificos
1.6.2.1 Fenotipo inmunoldgico

Los pacientes afectados por la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD)
presentan una alterada respuesta seroldgica a antigenos polisacaridos, en presencia de
concentraciones séricas normales de inmunoglobulinas IgA, IgG e IgM, asi como
niveles séricos normales de las subclases de 1gG y respuesta normal a antigenos
proteicos (11,24). La principal caracteristica inmunologica es una respuesta deficiente
a antigenos polisacaridos tales como los polisacéridos del Streptococcus pneumoniae
(neumococo) Yy los polisacaridos capsulares del Haemophilus influenzae tipo b (Hib),

mientras que el defecto molecular subyacente es ain desconocido (4).
1.6.2.2 Caracteristicas clinicas

La principal manifestacion clinica en pacientes con SAD es la presencia de
infecciones recurrentes del tracto respiratorio, sobre todo las infecciones
sinopulmonares como la sinusitis, la otitis media aguda y la neumonia, las cuales son
mas frecuentes, severas y/o prolongadas que las observadas en individuos con un
sistema inmune intacto (25), asi, su relacion con el historial clinico de infecciones
recurrentes, principalmente las del tracto respiratorio, ha sido reportada por varios
autores (26,27), ademas, la falta de respuesta a un tratamiento adecuado en nifios
alérgicos deberia hacer sospechar esta deficiencia, ya que se ha reportado una

importante asociacion entre esta patologia y la enfermedad alérgica (28).

El diagndstico de SAD ocurre normalmente durante la infancia, aunque
también puede detectarse en etapas posteriores de la vida (4). Para su diagndstico se

requiere la demostracion de una respuesta deficiente a vacunas polisacaridas
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neumocacicas no conjugadas a proteinas (29), de modo a detectar la respuesta alterada
de anticuerpos contra polisacaridos del neumococo, lo cual constituye la principal

caracteristica inmunoldgica de esta deficiencia (4).
1.6.3 Streptococcus pneumoniae y vacunas neumocacicas

El Streptococcus pneumoniae (neumococo) es el principal patégeno causante
de neumonia, sepsis, meningitis y otitis media en el humano, mayoritariamente en
poblacion peditrica, adultos mayores a 65 afios de edad e inmunocomprometidos. Su
principal factor de virulencia es la capsula de polisacaridos, asi, un poco mas de 90
polisacaridos capsulares han sido identificados por su capacidad de inducir la

produccion de anticuerpos especificos de serotipo (30).

Los anticuerpos anti-neumococo especificos de serotipo muestran una
proteccidn elevada, por ello, se concentraron esfuerzos en producir vacunas utilizando
combinaciones de los polisacaridos capsulares con mayor inmunogenicidad; la
produccion y comercializacion de estas vacunas ha pasado por un largo proceso donde

fueron incluyéndose cada vez mas serotipos (31).
1.6.3.1 Vacuna polisacarida neumocdcica no conjugada

La vacuna polisacarida neumocdcica 23-valente (PPV23) no conjugada a
proteinas fue aprobada en 1983, para proveer proteccion contra el 80% a 90% de los
serotipos capsulares del neumococo causantes de enfermedad, conteniendo los
siguientes 23 serotipos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, y 33F. Es comercializada como una dosis Unica de 0,5
mL o en un vial multidosis de 5,0 mL, para ser administrada de forma intramuscular o
subcutanea en el musculo deltoides, o en la parte lateral del muslo medio. Los efectos
secundarios comunes incluyen reacciones leves en el sitio de inyeccién (hinchazén),

dolor de cabeza, fatiga y mialgia (32).

La PPV23 contiene polisacaridos purificados que inducen una respuesta de
linfocitos B independiente de las células T, por esta razdn no es suficientemente

inmunogénica en nifios menores de 2 afios, quienes presentan escasa respuesta a
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antigenos polisacéaridos (31). La capacidad para producir anticuerpos contra antigenos
polisacaridos ha sido relacionada con la presencia de una subpoblacion de linfocitos B
CD21"en la zona marginal del bazo, los cuales aparecen en el sitio desde el tercer afio
de vida, aproximadamente (33), por ello, esta inmadurez fisiologica del sistema
inmunitario durante la infancia temprana se asocia con un riesgo incrementado de
infecciones por bacterias encapsuladas como el neumococo, a la vez, seria la causa de

la respuesta insuficiente a la PPV23 en nifios pequefios (34).

Esta recomendado que todo adulto mayor de 65 afios de edad reciba una dosis
de PPV23, ademas, entre la edad de 5 a 64 afios se recomienda que tanto nifios como
adultos en riesgo reciban esta vacuna, asi, las condiciones médicas consideradas de
riesgo son enfermedades cardiovasculares y pulmonares crénicas, diabetes mellitus,

inmunodeficiencias congénitas, cancer, trasplantes, entre otras (35).
1.6.3.2 Vacunas polisacaridas neumocdcicas conjugadas a proteinas

De modo a inducir una respuesta inmune protectiva en nifios menores de 2 afios
de edad, se desarrollaron las vacunas con polisacaridos conjugados a proteinas (toxinas
diftéricas), los que generan una respuesta de anticuerpos dependiente de células T, mas
efectiva en nifios pequefios (31). Asi, la primera vacuna polisacarida neumocdcica
conjugada fue la 7-valente (PCV7), aprobada en el 2002 y que incluia los serotipos 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F; la misma redujo de forma importante la tasa de
hospitalizaciones por neumonia en nifios menores de 2 afios y en adultos mayores de
60 afios, también redujo la portacién de los serotipos de heumococo que contiene la
vacuna, pero no disminuyeron las tasas de otitis media (36).

La PCV7 fue seguida por la vacuna conjugada polisacarida neumocécica 10-
valente (PCV10), y luego, la vacuna conjugada 13-valente (PCV13), ambas cubriendo
un mayor numero de serotipos y, por tanto, incrementando potencialmente la
proteccién contra las enfermedades neumocécicas invasivas alrededor del mundo. La
PCV10 incluye los mismos siete serotipos que la PCV7, mas los serotipos 1, 5y 7F; y
la PCV13, incluye todos los serotipos de la PCV10, mas el 3, 6A y 19A (37).
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1.6.3.3 Streptococcus pneumoniae y vacunas polisacaridas neumococicas

en Paraguay

Un estudio realizado en Paraguay en menores de 15 afios de edad con
meningitis bacteriana aguda, report6 que en el periodo 2003-2006 el S. pneumoniae
(neumococo) fue el principal causante de la meningitis (44,4% de los casos), con
predominio de los serotipos 1, 5, 6B y 14 (38). En una investigacion realizada en el
marco de la vigilancia del S. pneumoniae del Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social (MSPyBS), en el periodo 2010-2018, observaron que la frecuencia de
aislamiento de esta bacteria fue de 74,9% para casos de neumonias, 18,4% para

meningitis y 6,7% para sepsis; el serotipo 14 fue el mas frecuente (39).

Por otro lado, un trabajo multicéntrico realizado en el periodo 2010-2014, en
el que particip6é Paraguay a través del Instituto de Investigaciones en ciencias de la
Salud (IICS) de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA), reporto la portacién
nasofaringea de neumococo en nifios con neumonia y en nifios sanos; S. pneumoniae
fue detectado en 68,2% de los casos de neumonias y 47,5% de los controles sanos.

Especificamente para Paraguay, se observé predominancia del serotipo 14 (40).

En el afio 2015 se reportaron los resultados de un anélisis de costo-efectividad
de la introduccién de la PCV en el pais. La distribucion de los casos de enfermedad
neumocaocica invasiva por edad, fue estimada usando los registros médicos de
pacientes con neumonia y meningitis del Instituto de Medicina Tropical (IMT) del
MSPyBS, asi, el mayor riesgo de contraer enfermedad neumocdcica esta entre los
menores de 2 afios de edad (75,4% de los casos). Este estudio mostrd que la vacunacién
con PCV en Paraguay reduciria la morbi-mortalidad en nifios menores de 5 afios,
ademas, la introduccién de la PCV10 o la PCV13 seria costo-efectiva en comparacion
a los escenarios de no-vacunacion, lo cual contribuy0 en la toma de decisiones para la

introduccion de la PCV en Paraguay (41).

Segun datos del Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAI) del MSPyBS
(42), la PCV10 se introdujo en nuestro pais en el afio 2012 y paso a formar parte del
esquema de vacunacion en nifios menores de 2 afios. Actualmente se utiliza la PCV13,

que se introdujo en el afio 2017, y es aplicada en tres dosis, a los 2 y 4 meses de edad,
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mas una dosis de refuerzo a los 12 meses. Por otra parte, la PPV23 se utiliza desde el
2011 en nuestro pais y esta indicada para adultos mayores y grupos de riesgo como

enfermos cronicos.

1.7 Diagnostico de la deficiencia de anticuerpos especificos

1.7.1 Criterios diagnosticos

La principal caracteristica de la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD)
es la produccion deficiente de anticuerpos contra los polisacéaridos del neumococo, de
alli la importancia de cuantificar los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo
pre y post-inmunizacion para diagnosticar esta deficiencia (24,29). En general, cuando
una respuesta deficiente de anticuerpos es sospechada, es una practica estandar
proporcionar un desafio antigénico al paciente mediante inmunizacion para determinar
si posee la habilidad de generar respuesta de anticuerpos a ese antigeno, procedimiento
denominado vacunacién diagnoéstica y utilizado en la practica clinica de rutina (29).
La deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) es normalmente diagnosticada por
determinacion de la habilidad para generar titulos protectivos de anticuerpos anti-

neumococo en respuesta a la inmunizacion con la PPV23 (11).

Con respecto a criterios diagnoésticos utilizados para IDPs, pueden mencionarse
los de grupos internacionales de expertos que los elaboran y reportan con cierta
periodicidad, como la Sociedad Europea para Inmunodeficiencias-ESID (16), la
Academia Americana de Asma, Alergia e Inmunologia-AAAAI(11) y la Unidn
Internacional de Sociedades de Inmunologia-1UIS (12). Los criterios diagndsticos mas
frecuentemente utilizados en los trabajos cientificos publicados son los de la AAAAL,
los cuales definen a la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) por la presencia
de infecciones respiratorias recurrentes y una respuesta deficiente a polisacaridos
capsulares del neumococo en pacientes mayores de 2 afios de edad, con niveles

normales de IgA, IgG, IgM y subclases de 1gG (11).

1.7.2 Métodos de laboratorio para detectar la deficiencia de anticuerpos

especificos
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Los ensayos para determinar la respuesta de anticuerpos anti-neumococo son
de dos tipos: los que miden anticuerpos totales 1gG frente a los 23 serotipos incluidos
en la PPV23, llamado “ensayo global”, y los que determinan anticuerpos anti-
neumococo especificos de serotipo, ambos por el método de ELISA (ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) (34). Ademas, en los ultimos afios se han
estandarizado otros tipos de pruebas para medir anticuerpos especificos de serotipo

basadas en ensayos multiplex de tecnologia Luminex™ (43).

1.7.2.1 Ensayos para determinar anticuerpos anti-neumococo especificos

de serotipos

El método considerado gold standard (prueba de referencia) es el ELISA
desarrollado y estandarizado por la Organizacion Mundial de la Salud (ELISA OMS),
para evaluar la respuesta a nuevas vacunas polisacaridas conjugadas que iban
produciéndose (44). Si bien el ELISA OMS es considerado el unico método confiable
para detectar SAD (24,45), posee la desventaja de que solo se encuentra disponible en
muy pocos laboratorios, en general, aquellos de investigacion altamente calificados,
no asi en laboratorios clinicos como préctica de rutina, debido a la dificultad para su
implementacién y su elevado costo, ya que se trata de un ELISA por separado para
cada serotipo de neumococo cuyos anticuerpos seran evaluados, lo cual ademas de

costo requiere de mucho tiempo (24).

El ELISA OMS permite evaluar anticuerpos especificos dirigidos a los 23
serotipos contenidos en la PPV23, no obstante, algunos estudios han demostrado que
la evaluacion de 5 a 7 serotipos es confiable en el contexto del diagnostico de SAD
(24), incluso se recomienda que para pacientes con dosis previas de PCV, se estudien
al menos siete serotipos exclusivos de la PPV23 (25). Lopez et al. 2017(46), estudiaron
una cohorte de pacientes adultos con sospecha de IDPs y evaluaron anticuerpos frente
a 7 serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F) del neumococo; para validar la
relevancia de la respuesta a dicha cantidad de serotipos, las muestras fueron también
testadas contra nueve serotipos adicionales (1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, 10A, 12F, y15B) y

los resultados obtenidos en ambos casos fueron comparables, por tanto, concluyeron
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que la evaluacion de siete serotipos es confiable para la deteccion de una respuesta

anti-neumococo deficiente post-inmunizacion con PPV23 y el diagnéstico de SAD.

Un método més sencillo de medir anticuerpos anti-neumococo especificos de
serotipo estd basado en un ensayo multiplex de perlas fluorescentes por tecnologia
Luminex™, el cual permite la cuantificacion simultanea de anticuerpos contra
multiples serotipos. Este método es actualmente usado en la mayoria de los
laboratorios de referencia de los Estados Unidos (43,47), no obstante, es un método
limitado por el acceso a un kit comercial (XMAP Pneumo14, panel para inmunidad a
neumococo, Luminex™), que si bien fue utilizado previamente (47), en la actualidad
no esta siendo producido, por ello, la modalidad in-house es la utilizada (48,49), y otro

aspecto limitante es que el laboratorio debe contar con el equipo.
1.7.2.2 Ensayo global para medir anticuerpos anti-neumococo

Una tercera opcidn para medir anticuerpos anti-neumococo y detectar SAD, es
un test ampliamente difundido denominado ensayo de ELISA global, el cual mide los
anticuerpos totales IgG a los 23 serotipos presentes en la PPVV23, como un pool y no
diferenciandoles por serotipos. Este ensayo es, la mayoria de las veces, el de eleccidn
debido a su simplicidad de ejecucién y bajo costo, ademas, existe un kit comercial
(VaccZyme, del Grupo Binding Site Ltd., Birmingham, UK) de facil acceso en la
mayoria de los paises (24,46).

El ensayo de ELISA global puede tener algunas ventajas sobre la medicién de
anticuerpos frente a serotipos individuales, por ejemplo, la existencia de un test
comercial estandarizado y ampliamente usado, a diferencia de la medicion de
serotipos, cuyos métodos deben ser ensamblados y validados por cada laboratorio. Se
ha propuesto que este test global constituye una herramienta de tamizaje muy
importante para la evaluacion de pacientes con sospecha de SAD, derivandolos a

analisis de serotipo cuando sea necesario (50).

Dziadzio et al. 2017, encontraron buena concordancia entre la determinacion
de IgG anti-neumococo por el ELISA global y la medicion de 13 serotipos por ensayo
multiplex (48). Lépez et al. 2017, compararon el ELISA global con el ELISA OMS
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para evaluar su valor clinico en la deteccidn de una respuesta deficiente a polisacéridos
del neumococo, y encontraron un 100% de especificidad para un punto de corte de 110
mg/L de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion con PPV23, y una
sensibilidad de 58% cuando evaluaron 7 serotipos; los resultados fueron comparables
cuando se evaluaron 16 serotipos (especificidad de 100% y sensibilidad de 56%),
concluyendo que el test global es Gtil en un primer paso de la evaluacién diagnostica
de SAD, teniendo presente su limitacion de sensibilidad en la deteccion de una
respuesta deficiente a polisacaridos del neumococo (46). Esta descrito que resultados
en el rango normal por el ELISA global podrian deberse a, anticuerpos frente a la
mayoria o todos los serotipos presentes en la PPV23, en cuyo caso se tendria un
verdadero negativo para SAD, o a la presencia de anticuerpos elevados a un solo

serotipo 0 a unos pocos, lo cual representaria un falso negativo para SAD (24).

La realidad actual con relacion a las pruebas de laboratorio para detectar SAD,
es que la mayoria de los proveedores de atencion a la salud no tienen acceso al ELISA
OMS, algunos llegan a acceder a los ensayos multiplex, pero al comparar ambos
métodos no se observan buenas concordancias (49); estos aspectos siguen
representando un inconveniente para llegar al diagnostico confiable de SAD. Esta falta
de correlacion entre los diferentes métodos podria deberse a que, la inmunogenicidad
de diferentes serotipos presentes en la PPV23 es extremadamente variable y la mayoria
de los pacientes no responden de la misma manera, ademas, varios de los polisacaridos
tienen una inmunogenicidad dependiente de la edad (51). Un obstéaculo adicional es la
amplia oferta actual de PCVs para nifios pequefios, lo cual provoca una respuesta
inmunoldgica combinada y puede enmascarar una deficiencia de anticuerpos a
polisacaridos, haciendo ain mas desafiante el diagndstico de SAD mediante la
respuesta a la PPV23 (49).

1.7.2.3 Respuesta adecuada de anticuerpos a polisacaridos del neumococo

La definicion estricta de SAD considera la medicion de anticuerpos anti-
neumococo especificos de serotipo mediante el ELISA OMS (11,29), asi, titulos post-
inmunizacion >1,3 pg/mL para cada serotipo son indicativos de una respuesta

adecuada, por tanto, este nivel es considerado como un punto de corte para anticuerpos
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anti-neumococo post-inmunizacion con la PPV23 (45). Cuando los titulos basales
(pre-inmunizacion) son superiores a 1,3 pg/mL, se sugiere considerar un incremento
de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion de dos veces con respecto a los
niveles séricos pre-inmunizacion (basales), como indicativo de una respuesta adecuada
(29).

Lopez et al. 2017 (46), evaluaron el desempefio diagndstico del ELISA global
con relacion al ELISA OMS en una poblacién de adultos con infecciones recurrentes
y determinaron un punto de corte de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion
de 110 mg/L como indicativo de una respuesta adecuada a la PPV23. Ademas, se
recomienda que la evaluacion de la inmunidad y las acciones terapéuticas para SAD
estén también basadas sobre la evidencia clinica, y no exclusivamente sobre una

respuesta de anticuerpos definida arbitrariamente (24).

Otro punto importante a considerar cuando se evalla la respuesta de
anticuerpos a polisacéridos es la edad del paciente. Se ha reportado que los titulos de
anticuerpos pre y post-inmunizacién con PPV23 para todos los serotipos del
neumococo, asi como el numero de serotipos con respuesta adecuada, se
incrementaron con la edad (52). Rose et al. 2013 (34), utilizaron el ensayo de ELISA
global para evaluar a un total de 457 nifios clinicamente saludables de 6 meses a 18
afios de edad; 88 de ellos contaban con PCV y/o PPV23 como parte de sus esquemas
de vacunacidn, y observaron un incremento de los niveles séricos de anticuerpos anti-
neumococo con la edad, tanto en el grupo no inmunizado como en los nifios que tenian
vacunacion neumocdcica previa (34). En el mencionado estudio, no se realizo el
procedimiento de vacunacion diagnostica con PPV23 en busca de SAD, por lo cual,
los valores reportados corresponden a rangos de referencia para anticuerpos anti-

Neumococo pre-inmunizacién en nifios sanos.
1.7.2.4 Niveles séricos protectivos de anticuerpos anti-neumococo

En cuanto a qué titulos de anticuerpos anti-neumococo son considerados
protectivos, las recomendaciones de la OMS se basan en los anticuerpos especificos
de serotipo. Una concentracion >0,35 ug/mL es predictivo de seroproteccion para

infeccion neumocdcica invasiva, sin embargo, un nivel >1,3 pg/mL es estimado como
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protectivo para infecciones de superficies mucosas (53), por ello, este valor es utilizado
como un punto de corte en la respuesta a la PPVV23(29). Estos estudios estuvieron
basados en cohortes pequefias y tales niveles protectivos en respuesta a la vacunacion

neumocacica deberian ser interpretados con precaucion (54).

Por otra parte, Rose et al. 2013 (34) estudiaron a nifios sanos que contaban con
dosis previas de la PCV en sus esquemas de vacunacion, y observaron que el ensayo
de ELISA global arrojo un valor de corte de 27,5 mg/L como indicativo de
seroproteccion, considerando el corte de >0,35 pg/mL para anticuerpos anti-Serotipos
por el ELISA OMS.

1.8 Otras consideraciones sobre la deficiencia de anticuerpos especificos

1.8.1 Mecanismos alterados

Estd documentado que algunos pacientes pueden presentar un retraso en la
maduracion fisioldgica de su sistema inmune, asi por ejemplo, los nifios menores de 2
afios de edad responden de forma inadecuada a los antigenos polisacaridos y esto
puede extenderse hasta edades mayores, por tanto, nifios pequefios diagnosticados con
SAD pueden resolver la patologia con el tiempo, y la explicacion seria un retraso en
el proceso de maduracion de su inmunidad (25).

No existe un Gnico mecanismo inmunolodgico identificado para la deficiencia
de anticuerpos especificos (SAD). Las células B CD21+y las de memoria con cambio
de clase, pueden estar disminuidas en pacientes con SAD, pero también se han visto
disminuidas en pacientes con infecciones recurrentes sin la deficiencia. Estas células
B de memoria con cambio de clase podrian tener un rol importante en la proteccién
contra bacterias encapsuladas (55). Anormalidades moleculares congénitas también
podrian ser la causa de esta patologia, no obstante, el origen y los defectos moleculares

subyacentes de SAD aln no han sido identificados (4,45).

25



1.8.2 Respuesta deficiente a polisacaridos en otras deficiencias del sistema

inmunitario

La alteracion de la respuesta de anticuerpos a antigenos polisacaridos puede
observarse como un componente de una IDP méas amplia, asi como también en el
contexto de multiples estados de inmunodeficiencias secundarias; estos desordenes
son diagnosticados como el trastorno mas general y no son definidos como SAD, no
obstante, ponen de manifiesto que un amplio espectro de defectos inmunoldgicos
congénitos pueden estar involucrados en la fisiopatologia de las respuestas alteradas a

antigenos polisacaridos, los cuales ain se desconocen (25).

Una respuesta deficiente a polisacaridos del neumococo también puede
encontrarse como un rasgo de otras inmunodeficiencias primarias y secundarias (56).
Las IDPs donde pueden observarse una respuesta deficiente a polisacaridos son: el
sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de DiGeorge, inmunodeficiencia comun
variable (CVID), deficiencia de IgA, deficiencia se subclases de IgG, entre otras, y
también puede encontrase en estados de inmunodeficiencias secundarias como: la
esplenectomia, inmunosupresion, malnutricion, sindrome nefrético, infeccion por

virus de la inmunodeficiencia humana, entre otros (25,57).
1.8.3 Abordaje terapéutico en la deficiencia de anticuerpos especificos

Las opciones de tratamiento para pacientes con SAD planteadas por la AAAAI
incluyen, segun la severidad y frecuencia de las infecciones, una o mas de las
siguientes indicaciones: el manejo agresivo de otras condiciones predisponentes a
infecciones sinopulmonares recurrentes (asma, rinitis alérgica, rinosinusitis cronica),
incrementar la vigilancia y terapia antibiotica para infecciones o el uso de profilaxis
antibidtica, inmunizacion con vacuna conjugada neumococica y/o terapia de

reemplazo con inmunoglobulina humana intravenosa (11,24).

Se ha reportado que los nifios con diagnostico de SAD pueden mejorar los
sintomas y los hallazgos inmunologicos en el transcurso de aproximadamente tres
anos, por tanto, el tratamiento puede ser temporal entre uno y dos afios. La forma

transitoria de esta deficiencia es mas comudn en nifios de 2 a 5 afios de edad, sin
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embargo, los adolescentes diagnosticados con SAD de forma menos probable
resuelven la patologia con el tiempo e incluso, este grupo etario, puede experimentar

una progresion a formas de IDPs mas severas como la CVID (25,58).

1.9 Inmunodeficiencias primarias y deficiencia de anticuerpos especificos en

Paraguay

Los casos diagnosticados de IDPs en Paraguay son registrados en el Centro
Nacional de Inmunodeficiencia Primaria del Instituto de Medicina Tropical-MSPyBS,
y reportados a la Sociedad Latinoamericana para Inmunodeficiencias Primarias
(LASID). Desde dicho Centro Nacional y a la fecha, son 32 casos detectados y
reportados a partir del afio 1992, registrandose las siguientes IDPs: enfermedad
granulomatosa cronica, deficiencia de adhesion leucocitaria tipo | y Il, deficiencia
selectiva de IgA, inmunodeficiencia comdn variable, inmunodeficiencia combinada
severa, sindrome de DiGeorge, agammaglobulinemia ligada al X, neutropenia ciclica

y deficiencia de subclases de 19G (59).

Por otra parte, el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (I1CS) de
la UNA, es el unico centro del pais donde se realiza un conjunto de pruebas para
tamizaje y deteccion de IDPs, incluyendo la evaluacion de: subpoblaciones
linfocitarias, funcionalidad de neutrofilos por el ensayo de dihidrorodamina, moléculas
de adhesion leucocitaria CD18-CD15 y niveles séricos de inmunoglobulinas (IgA,
IgG, IgM e IgE), sin embargo, hasta la fecha no se dispone del método para evaluar
anticuerpos anti-neumococo y poder detectar SAD; este método tampoco estaria
disponible en laboratorios publicos y privados del pais, lo que representaria el principal
motivo de que no exista informacion sobre casos diagnosticados de esta deficiencia en

Paraguay.

Tambien cabe mencionar que, en el 1ICS se trabaja desde el 2013 en una linea
de investigacion para fortalecer el diagnostico y el registro de IDPs en Paraguay. Asi,
se realizaron estudios enfocados a la deteccion de enfermedad granulomatosa cronica
(60-63) y de deficiencias de anticuerpos (64), en este ultimo estudio no se contemplé
la deteccion de SAD por el motivo ya mencionado de no contar con la prueba

diagnostica. A pesar de los esfuerzos en esta linea de investigacion, la produccién
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cientifica sobre IDPs sigue siendo escasa en nuestro pais, sumandose a esto, la limitada
sospecha clinica por parte de los médicos, lo cual hace suponer un subdiagndéstico y

subregistro de estas patologias en el Paraguay.

Por todo lo expuesto, se planteé la realizacion de este trabajo con el propdsito
de detectar casos de SAD mediante la evaluacion de la respuesta anti-neumococo en
poblacién pediatrica con infecciones recurrentes, de modo a aportar los primeros datos
sobre esta deficiencia en Paraguay, ademas, con este estudio se estaria iniciando el
proceso de implementacion de la metodologia diagndstica para ofrecerla
posteriormente como un nuevo servicio a la comunidad, considerando la importancia
de su deteccion temprana para un tratamiento apropiado que se encuentra disponible y
es gratuito en nuestro pais, el cual disminuye la frecuencia y severidad de las
infecciones mejorando la calidad de vida de los pacientes afectados.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

o Detectar la presencia de deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) mediante
la evaluacion de la respuesta anti-neumococo en pacientes pediatricos con infecciones

recurrentes.

2.2 Objetivos especificos

o Evaluar la respuesta de anticuerpos anti-neumococo en pacientes pediatricos
con infecciones recurrentes.

o Determinar los niveles séricos de inmunoglobulinas totales IgA, 1gG e IgM en
pacientes pediatricos con infecciones recurrentes.

o Evaluar los niveles séricos de subclases de IgG en pacientes con respuesta anti-
neumococo deficiente y/o con hipogammaglobulinemia

o Determinar la frecuencia de SAD y de otras deficiencias de anticuerpos
identificadas segun criterios internacionales de diagnoéstico clinico-inmunol6gico en
pacientes pediatricos con infecciones recurrentes.

o Describir caracteristicas demograficas, clinicas, fenotipo inmunoldgico y las
relacionadas al estado previo de inmunizacion con vacuna neumococica conjugada en
la poblacion de estudio.

o Describir la distribucidn de los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo
segun la edad y el estado previo de vacunacion neumococica de los pacientes

pediatricos con infecciones recurrentes.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Disefo

Estudio observacional descriptivo y temporalmente prospectivo por su caracter
longitudinal en el tiempo, debido a que la toma de muestra fue realizada en dos
momentos, pre y post-inmunizacion de los pacientes para cuantificar en ambas
muestras los anticuerpos anti-neumococo. Este procedimiento de inmunizacion se
ajustd a protocolos internacionales ya establecidos para la deteccidn de la deficiencia
de anticuerpos especificos (SAD), proceso denominado vacunacion diagndstica

(24,29), por lo cual, la inmunizacién no se considero6 una intervencion del investigador.

3.2 Poblacion

3.2.1 Poblacién de estudio

Se evaluaron pacientes de ambos sexos, de 2 a 17 afios de edad, con historia
clinica de infecciones recurrentes y que fueron atendidos en consultorios ambulatorios
de las especialidades médicas pediatria, infectologia pediatrica, asma-alergia e
inmunologia pediatricas de hospitales publicos de referencia del pais, de mayo de 2019
a diciembre de 2020.

3.2.2 Criterios de inclusion

Los pacientes incluidos presentaron al menos un signo de alerta de IDPs
establecido por la Fundacién Jeffrey Modell (14) y relacionado a deficiencias de
anticuerpos: dos o mas infecciones pulmonares (neumonias) en un afio, tres 0 mas
infecciones nuevas del oido (otitis) en un afio, dos 0 mas sinusitis graves en un afio,
abscesos recurrentes en piel y/o en érganos, una o0 mas infecciones profundas/severas
como sepsis y meningitis. Se incluyeron pacientes independientemente de su estado
de vacunacion previa con la PCV7, 10 y/o 13, y sin antecedente de haber recibido

previamente la PPV23.
3.2.3 Criterios de exclusion

Fueron excluidos pacientes con diagndstico ya establecido de alguna

inmunodeficiencia primaria o secundaria (VIH, inmunosupresion debida a farmacos),
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pacientes con patologia hemato-oncolégica diagnosticada (leucemias, linfomas,
mielomas) y pacientes cuyos responsables (padre/madre/tutor) no consintieron su

participacion en el estudio.

De los 44 pacientes incluidos inicialmente para participar de este estudio, dos
pacientes no cumplieron con el procedimiento de inmunizacion y fueron finalmente
excluidos, por tanto, se analizaron los datos de 42 pacientes y se presentan sus
resultados. Cabe mencionar que en el periodo 2019 fueron reclutados 35 pacientes para
este estudio, y se estimaba alcanzar el tamafio de muestra de 61 sujetos en el periodo
2020, no obstante, debido a la situacion sanitaria del pais por la pandemia del
coronavirus, fue escasa la concurrencia de nifios a los hospitales publicos, ya sea para
consultas médicas u hospitalizacidn de pacientes pediatricos que reunieran los criterios

de seleccidn, por lo cual, solo pudieron reclutarse 9 pacientes en dicho periodo.
3.2.4 Caracterizacion de la poblacion

La poblacién de estudio fue caracterizada segun variables demograficas,
clinicas y las relacionadas al estado previo de inmunizacion con vacuna neumocécica
conjugada (PCV). Las caracteristicas demogréaficas fueron la edad, el sexo, la
procedencia y la situacion educativa de los pacientes. Se estudiaron manifestaciones
clinicas como las infecciones recurrentes en episodios >2 veces por afio (del tracto
respiratorio superior e inferior, otitis, sinusitis, adenopatias, infeccion cutanea, entre
otras) y la presencia de manifestacion clinica severa en al menos una ocasién
(neumonia grave, sepsis, abscesos, meningitis). También se evaluaron otras
caracteristicas clinicas como la edad de inicio de las infecciones, nimero de
infecciones por afio, hospitalizaciones por afio, ingreso a unidad de cuidados
intensivos, presencia de enfermedad alérgica y/o autoinmune y antecedentes
familiares. En cuanto al estado previo de inmunizacion con PCV, se considero el
numero de dosis en el esquema de vacunacion del paciente y el tiempo transcurrido
desde la ultima dosis. Todas estas caracteristicas fueron medidas por un cuestionario

de investigacion aplicado a los responsables de los menores (Anexo 1).
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3.3 Muestreo y reclutamiento

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia. Los pacientes fueron
reclutados con la colaboracién de médicos especialistas de dos hospitales publicos de
referencia del pais (Servicio de Pediatria-Consultorio de Inmunodeficiencias Primarias
-Instituto de Medicina Tropical-MSPyBS y Unidad Pediatrica Ambulatoria de la
Especialidad Asma, Alergia e Inmunologia-Hospital de Clinicas-Facultad de Ciencias
Médicas-UNA), con quienes se trabaja desde el afio 2013 en la Linea de Investigacion
en IDPs del Departamento de Inmunologia del IICS. Ademé&s de localizar a los
pacientes, el profesional médico brind6 al responsable del menor la informacion sobre
el estudio, invitandole a participar del mismo y le proporcioné el numero de teléfono
del investigador principal, con quien contactaron para proseguir con los siguientes
pasos de la investigacion (entrevista, consentimiento informado, toma de muestra e

inmunizacion).
3.4 Obtencion de muestras y procedimiento de inmunizacion
3.4.1 Muestras de sangre

A cada paciente se le extrajo un volumen de 3 mL de sangre por puncién venosa
periférica, siguiendo protocolos seguros de extraccion sanguinea venosa y realizado
por personal capacitado. Esta muestra fue colocada en tubos secos (sin anticoagulante),
puesta por 20 minutos en bafio Maria a 37°C y centrifugada por 10 minutos a 2500
rpm para la obtencién de suero. El suero fue congelado a -20°C hasta el momento de
su procesamiento. EI mismo procedimiento fue realizado para la obtencion de muestra

pre y post-inmunizacion de los pacientes.
3.4.2 Procedimiento de inmunizacion

Los profesionales médicos colaboradores identificaron a pacientes que reunian
los criterios de inclusion, brindaron la informacion sobre el estudio e invitaron a los
responsables de los menores a participar; una vez que los mismos aceptaron, el médico
especialista realiz6 una evaluacion clinica y emitié una indicacion por escrito para

recibir la vacuna polisacarida neumocdcica no conjugada-PPV23 (PNEUMO 23,
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Sanofi Pasteur, Lyon, Francia), ademas, proporcioné al familiar el nimero de contacto

del investigador principal.

Seguidamente, el familiar del paciente contact6 con el investigador y recibio la
indicacion de acercarse al Departamento de Inmunologia del 1ICS, donde se realizo la
primera toma de muestra sanguinea (pre-inmunizacion). Luego, los pacientes fueron
remitidos para inmunizacion al vacunatorio del Instituto de Medicina Tropical o del
Hospital General de Barrio Obrero, segun disponibilidad de la PPV23 en estos
vacunatorios, donde fueron inmunizados ya que contaban con la indicacion expedida
por el médico especialista. A continuacion, se proporciond al paciente la fecha de una
segunda cita, cuatro semanas después de la inmunizacion con PPV23, en la cual

acudieron al 1ICS para la segunda toma de muestra sanguinea (post-inmunizacion).

3.5 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-neumococo

3.5.1 Determinacion de los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo

prey post-inmunizacion con la PPV23

Se midio la concentracion sérica total de anticuerpos IgG anti-neumococo
(mg/L) por el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA global), mediante
un kit comercial que contiene un pool antigénico de 23 serotipos del neumococo pre-
absorbidos a los pocillos (VaccZyme Anti-PCP IgG, del Grupo Binding Site Ltd.,
Birmingham, UK), en una muestra tomada antes de la inmunizacién del paciente con

la PPVV23 y siguiendo las instrucciones del fabricante del kit ELISA.

Los anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacién fueron medidos con el
mismo kit comercial en una muestra tomada 4 (cuatro) semanas después de la
vacunacion del paciente con la PPV23. De los 42 pacientes evaluados, 5 acudieron en
la quinta semana post-inmunizacion y un paciente acudio en la sexta semana; de igual
manera fueron evaluados, ya que los reportes internacionales establecen un periodo de

4 a 6 semanas para la toma de muestra post-inmunizacion (24,29,45).

Los calibradores proveidos en el kit fueron procesados una vez abierto el

reactivo para realizar la curva de calibracién. Los controles positivo y negativo,
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también proveidos en el kit, fueron procesados en cada corrida del ELISA. Se realiz
una nueva curva de calibracién cada vez que los controles resultaron con valores

préximos al limite inferior y/o superior de su rango normal.

Las muestras pre y post-inmunizacion de los pacientes fueron procesadas
simultaneamente en la misma corrida de ELISA. Ademas, las muestras pre-
inmunizacion con niveles séricos superiores al punto de corte utilizado en este estudio
(110 mg/L), asi como las muestras post-inmunizacion con niveles séricos inferiores a
dicho punto de corte, fueron evaluadas nuevamente en una segunda corrida de ELISA,;
en todos los casos fueron corroborados los valores obtenidos en el primer analisis.
Finalmente, se realizo la lectura de absorbancia del color desarrollado en cada pocillo
de reaccion, mediante un lector de tiras de ELISA (HumaReader Single, Human,
Alemania)

3.5.2 Definicion de respuesta adecuada y deficiente de anticuerpos anti-

neumococo post-inmunizaciéon con PPV23

Una adecuada respuesta fue definida como niveles séricos de anticuerpos anti-
neumococo post-inmunizacion superiores a 110 mg/L. Este punto de corte fue
reportado para poblacién adulta con infecciones recurrentes, en un estudio donde
evaluaron el valor clinico del ELISA global con relacion al ELISA OMS (46), no se
encontraron reportes de puntos de corte para poblacion pediatrica, por tanto, valores
post-inmunizacién con la PPV23 iguales o inferiores a 110 mg/L fueron considerados

como respuesta deficiente de anticuerpos anti-neumococo.

Para pacientes cuyos niveles pre-inmunizacion resultaron iguales o mayores a
110 mg/L, se consider6 una respuesta deficiente, el incremento post-inmunizacion

inferior a 2 (dos) veces respecto a los niveles pre-inmunizacion (29,50).

3.6 Estudio de los niveles séricos de inmunoglobulinas totales y de las subclases

de inmunoglobulina G (IgG)

3.6.1 Determinacion de la concentracion en suero de IgA, 1gG e IgM
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Se determind la concentracion sérica total en mg/dL de cada inmunoglobulina
(IgA, 1gG e IgM) por el método de inmunodifusion radial (IDR), utilizando placas
comerciales (Diffu-Plate, Biocientifica S.A, Buenos Aires, Argentina), y a partir de la

primera muestra tomada previa inmunizacion del paciente con la PPV23.

Las placas de IDR fueron sembradas en sus pocillos con 5 yL de suero, luego
se las incub6 en una camara himeda a temperatura ambiente durante 48 horas.
Posteriormente, se midieron los anillos (o halos) de precipitacion formados alrededor
de los pocillos con una lupa milimétrica, dichos didmetros (en mm) se correspondieron
con valores de concentracidon (en mg/dL) en tablas suministradas por el fabricante de
las placas. Se utilizaron como valores de referencia los intervalos o rangos, segun edad,
establecidos por el fabricante de las placas de IDR (Anexo 2), considerando como
hipogammaglobulinemia cuando el resultado fue menor al limite inferior del rango de

referencia para la edad.

Cada muestra que arrojé valores de inmunoglobulina total (IgA, 1gG y/o IgM)
por debajo del rango de referencia para la edad del paciente
(hipogammaglobulinemia), fue sembrada nuevamente en otro pocillo de la placa
respectiva; en todos los casos fueron verificados los valores obtenidos en el primer

analisis de la muestra.

3.6.2 Determinacion de la concentracidn en suero de las subclases de 1gG:
1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4

Cada una de las subclases de 1gG fue medida por el método de IDR, mediante
placas comerciales (Human 1gG Subclass Combi Kit, Grupo Binding Site Ltd.,
Birmingham, UK), en los pacientes que presentaron respuesta deficiente de
anticuerpos anti-neumococo y/o hipogammaglobulinemia de al menos un isotipo.
Debido a la limitacion en la cantidad de reactivo disponible, se selecciond a estos
pacientes para ajustarse al criterio diagnostico de SAD (11), y también, para detectar
una deficiencia de subclases que puede presentarse combinada con una deficiencia de
IgA (12) o con una respuesta anti-neumococo deficiente (25,57), ademas, la
deficiencia de 1gG1 puede presentarse con niveles séricos disminuidos de 1gG total
(112).
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Se emplearon las primeras muestras tomadas previa inmunizacién de los
pacientes, las que fueron almacenadas a -20°C y descongeladas para el analisis. Se
utilizé una placa de IDR para cada subclase de IgG, la cual fue sembrada en sus
pocillos con 5 pL de suero previamente diluido para IgG1 e IgG2, en diluciones 1/10
para las muestras con IgG sérica normal y 1/5 para las muestras con 1gG disminuida,
y para el caso de 1gG3 e 1gG 4 se sembraron sueros sin diluir. Cada placa fue luego
incubada en cdmara humeda por 72 horas, para posteriormente realizar la lectura del
halo de precipitacion con lupa milimétrica, cuyo didmetro (en mm) se correspondio
con una concentracion (mg/L) proveida en tablas por el fabricante. Se utilizaron como
valores de referencia los intervalos o rangos, segun edad, establecidos por el fabricante

de las placas para cada una de las subclases de 19G (Anexo 2).

3.7 Definicion de deficiencias de anticuerpos segun criterios diagndsticos

internacionales

3.7.1 Definicidn de la deficiencia de anticuerpos especificos (SAD)

Se establecid la presencia de una deficiencia de anticuerpos especificos (SAD)
en pacientes que presentaron una respuesta deficiente de anticuerpos anti-neumococo
(niveles séricos de anticuerpos post-inmunizacion <110 mg/L o incremento post-
inmunizacion inferior a dos veces con respecto a los niveles pre-inmunizacion), con

niveles séricos normales de IgA, 1gG e IgM y de subclases de 1gG (11,12,15).
3.7.2 Definicién de otras deficiencias de anticuerpos

Se considerd las definiciones de otras deficiencias de anticuerpos como:
inmunodeficiencia comun variable (CVID), deficiencia de IgA (DIgA), deficiencia de
subclases de 1gG y deficiencia aislada de 1gG (DIgG), utilizando los criterios
diagnosticos establecidos por la  Academia Americana de Alergia, Asma e
Inmunologia-AAAAI (11) y también se tuvieron en cuenta los algoritmos de
diagnostico fenotipico clinico-inmunolégico reportados por la Unidn Internacional de
Sociedades de Inmunologia—IUIS (12,15).
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3.7.2.1 Inmunodeficiencia comun variable (CVID)

Se definio la presencia de CVID en pacientes (mayores a 4 afios de edad) con
infecciones crénicas y recurrentes del tracto respiratorio como las mas frecuentes,
niveles séricos disminuidos de IgG e IgA, con IgM normal o disminuida y respuesta

deficiente a vacunas (11).
3.7.2.2 Deficiencia de inmunoglobulina A (DIgA)

Se establecio la presencia de esta deficiencia, en pacientes mayores de 4 afios
de edad, con niveles séricos de IgA inferiores a 7 mg/dL y concentraciones séricas
normales de 1gG, IgM y subclases de 1gG (11). Se considerd una deficiencia parcial
cuando los niveles séricos fueron superiores a 7 mg/dL pero inferiores al rango normal

para la edad, y, una deficiencia transitoria en nifios menores de 4 afios (65).
3.7.2.3 Deficiencia de subclases de inmunoglobulina G (1gG)

Se definié a la deficiencia de subclases de 1gG, en pacientes con infecciones
recurrentes, como la presencia de niveles séricos de 1gG1, 1gG2, 1gG3 y/o 1gG4 por
debajo del rango considerado normal para la edad, y concentraciones séricas de IgA,
IgG e IgM normales (11). También se consideré que una deficiencia de subclases
puede presentarse combinada con DIgA (15), y ademas, en esta deficiencia puede

observarse una respuesta alterada a polisacaridos del neumococo (57).

3.7.2.4 Deficiencia aislada de inmunoglobulina G (DIgG)

Fue definida como niveles séricos de IgG por debajo del rango considerado
normal, con IgA e IgM normales. Segun la AAAAI, una deficiencia aislada de 1gG en
pacientes con infecciones recurrentes, asi como otra hipogammaglobulinemia que no
retna los criterios de las deficiencias ya citadas, pueden ser clasificadas como
hipogammaglobulinemias no especificadas. Si el nifio es menor de 5 afios de edad,

puede clasificarse como una hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia (11).
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3.8 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo segun edad y estado previo de

vacunacion neumococica conjugada (PCV)

Para evaluar si la edad y el estado previo de inmunizacién con PCV podrian
influir sobre la respuesta de anticuerpos anti-neumococo en la poblacién de estudio, se
estratifico a la poblacion pediatrica segun tres caracteristicas: la edad, las dosis previas
de PCV recibidas por los pacientes como parte de sus esquemas de vacunacion vy el
tiempo transcurrido (en meses) desde la Ultima dosis de PCV hasta el momento de su
participacion en este estudio.

Los grupos etarios fueron: 2 - 3 afios (n=12), 4 - 5 afios (n=13), 6 — 8 afios (N=9)
y mayor a 8 afios (n=8). La estratificacion segun dosis previas de PCV fue la siguiente:
ninguna dosis (n=8), 2 dosis (n=5) y 3 0 mas dosis (n=29); y la division segun el tiempo
transcurrido desde la Gltima dosis de PCV, en este caso considerando a los 34 pacientes
que contaban con PCV en sus esquemas de vacunacion, fue: menos de 36 meses
(n=13), entre 36 y 60 meses (n=12), mas de 60 meses (n=9). Se describié la
distribucion y se evalud diferencias de los niveles séricos de anticuerpos anti-
Neumococo, pre-inmunizacion y post-inmunizacién con PPV23, entre los diferentes

grupos.

3.9 Consideraciones éticas

Se proporciond un material informativo al responsable del menor (padre, madre
o tutor) incluyendo el propésito, alcance, riesgos y beneficios del estudio (Anexo 3),
lo cual también fue explicado verbalmente. La participacion fue voluntaria y
autorizada mediante la firma de un consentimiento informado (Anexo 4). Se resguardo
la confidencialidad de los datos, utilizando cddigos en los cuestionarios y en las

muestras de los pacientes.

Las pruebas de laboratorio realizadas y la inmunizacién con PPV23 fueron
gratuitas; los resultados fueron entregados en un plazo no mayor de 6 semanas. Dichas
pruebas ofrecieron la posibilidad de descartar o establecer el diagnéstico de una
deficiencia de anticuerpos, lo que permitio el inicio de un tratamiento que mejoraria la

condicion del paciente, en los casos que un diagnostico fue establecido. Para controlar
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y minimizar los leves efectos secundarios de la inmunizacion, los médicos
especialistas indicaron al familiar del paciente sobre las medidas necesarias en caso de
que aparecieran. Si bien la inmunizacion correspondié a un procedimiento para
diagndstico, también le brindd al paciente proteccion frente a un microorganismo

(neumococo) comun en infecciones de poblacion pediatrica.

En este estudio se utilizaron criterios diagnosticos internacionales para definir
la presencia de SAD y de otras deficiencias de anticuerpos, no obstante, el
establecimiento de un diagndstico final en el paciente estuvo a cargo de un médico
especialista en IDPs (IMT — MSPyBS), con quien fue derivado cada paciente; también
estuvo a su cargo la prescripcion de un tratamiento segun su criterio, al cual los

pacientes pudieron acceder de forma gratuita en dicho hospital.

El protocolo de trabajo de este estudio fue evaluado y aprobado por los Comités
Cientifico y de Etica en la Investigacion del Instituto de Investigaciones en Ciencias
de la Salud - UNA (Codigo de aprobacion: P08/2019).

3.10 Asuntos estadisticos

Los datos recolectados fueron asentados en una planilla de Excel version 8.0 y
analizados con el programa estadistico SPSS (IBM Corp.), version 21 para Windows.
Para las variables categoricas, incluyendo la variable principal del estudio que fue la
presencia de SAD en pacientes pediatricos con infecciones recurrentes, se utilizaron
frecuencias absolutas (n) y porcentajes (%). A todas las variables cuantitativas se les
aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, resultando para todos los
casos p<0,05 (distribucion asimétrica), por tanto, se empled medianas y rangos

intercuartilicos (R1Q) para describir dichas variables.

Se evalu6 diferencias entre los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo
pre y post-inmunizacion mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
muestras relacionadas (0<0,05), y para examinar diferencias en la distribucion de los
niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo (pre-inmunizacion y post-
inmunizacién) segin edad y estado previo de vacunacion con PCV, se utiliz6 la prueba

no parametrica de Kruskal-Wallis (a<0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacion de la poblacién pediatrica con infecciones recurrentes
4.1.1 Caracterizacion demografica

En este estudio fueron evaluados 42 pacientes pediatricos con infecciones
recurrentes. Para la edad se observo una mediana de 5 afios con rango intercuartilico
(RIQ) de 3 a 8 afios y un rango total de 2 a 17 afios. Se encontrd un leve predominio
del sexo masculino (22/42; 52,4%) y la mayoria de los pacientes tenia como
procedencia el Departamento Central (22/42; 52,4%). Con respecto a la situacion
educativa, 26/42 (61,9%) pacientes asistian a instituciones educativas por su edad, de
los cuales una proporcion 10/26 (38,5%) asistia de forma irregular (ausencias
frecuentes) por las infecciones recurrentes y una paciente abandond sus estudios por
el mismo motivo. La caracterizacion demogréafica de los pacientes pediatricos con

infecciones recurrentes se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de la poblacion pediatrica con

infecciones recurrentes. (n=42)

Caracteristica Frecuencia %

Sexo

Femenino 20 47,6
Masculino 22 52,4
Procedencia

Asuncion 7 16,7
Departamento Central 22 52,4
Interior del pais 13 30,9
Situacion educativa (n=26)"

Asiste normalmente 15 57,7
Asiste de forma irregular por IR 10 38,5
Abandono por IR 1 3,8

Frecuencia: nimero de pacientes con la caracteristica; %: porcentaje de pacientes con la
caracteristica en relacion al total; IR: infecciones recurrentes; *: nimero de pacientes en
edad de asistir a instituciones educativas.
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4.1.2 Caracterizacion clinica

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron las infecciones recurrentes
(>2 episodios por afio) del tracto respiratorio superior e inferior. Se observo también
manifestacion clinica severa en al menos una ocasion, predominando la sepsis y la
neumonia grave, ademas, fue muy frecuente el uso de antibioticos intravenosos y la
necesidad de hospitalizacion para aliviar las infecciones. Las alergias fueron
observadas en la mayoria de los pacientes, principalmente el asma y la rinitis alérgica,
en cambio, la presencia de enfermedad autoinmune se encontrd solo en tres pacientes.
Los antecedentes familiares més frecuentes fueron la presencia de un familiar (padre,
madre y/o hermano/a) con alergia y la de un hermano/a con infecciones recurrentes.
La mayoria de los pacientes tenia solo a la enfermedad alérgica como diagndstico
presuntivo o confirmado al momento de participar del estudio, y una proporcion
importante se encontraba recibiendo tratamiento antialérgico. La caracterizacion
clinica de los pacientes pediatricos con infecciones recurrentes se presenta en la Tabla
2.

La aplicacion del cuestionario de investigacién también permitio indagar sobre
otras caracteristicas clinicas como: la edad de inicio de las infecciones recurrentes (en
afios), el nimero de infecciones por afio, el nimero de hospitalizaciones en el dltimo
afio y los dias de estadia hospitalaria, observandose que las medianas y los rangos
intercuartilicos (RIQ) para cada una de estas caracteristicas fueron, respectivamente:
2(RIQ:1-4),3(RIQ:2-5),1(RIQ:1-2),7 (RIQ: 7-14).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos con infecciones

recurrentes. (n=42)

Caracteristica Frecuencia %

Manifestacion clinica >2 episodios por afio

ITRS (amigdalitis, faringitis y/o laringitis) 30 71,4
ITRI (bronquitis y/o neumonia) 26 61,9
Adenopatias (inflamacion y/o infeccion de ganglios) 12 28,6
Fiebre sin etiologia determinada 11 26,2
Infecciones cutaneas 8 19,0
Infeccion de oidos (otitis) 7 16,7
Sinusitis 7 16,7
Infeccion gastrointestinal 5 11,9
Manifestacion clinica severa en al menos una ocasion

Sepsis 9 21,4
Neumonia grave (con derrame pleural, absceso y/o necrosis) 6 14,3
Abscesos de 6rganos, meningitis y/o candidiasis 4 9,5
Antibidticos intravenosos (> una ocasion en el Gltimo afio) 38 90,5
Hospitalizacion (> una ocasion en el Ultimo afio) 39 92,9
Ingreso a unidad de cuidados intensivos (UCI) 11 26,2
Presencia de enfermedad alérgica y/o autoinmune

Asma 12 28,6
Rinitis alérgica 12 28,6
Asmay RA 5 11,9
DA con/sin APLV 4 9,5
Enfermedad celiaca y/o PTI 3 7,1

Antecedentes familiares

Familiar (padre, madre y/o hermano/a) con alergia 14 33,3
Hermano/a con IR 9 21,4
Muerte infantil temprana en la familia 3 7,1

Caso de IDP en la familia 2 4,8

Diagnostico y/o tratamiento al momento del estudio

Alergia 23 54,8
Enfermedad autoinmune 3 7,1

Probable hipogammaglobulinemia 2 4,8

Tratamiento con antialérgicos 22 52,4
Tratamiento con antibidticos 5 11,9

Frecuencia: nimero de pacientes con la caracteristica; %: porcentaje de pacientes con la caracteristica en
relacion al total; ITRS: infecciones del tracto respiratorio superior; ITRI: infecciones del tracto respiratorio
inferior; RA: rinitis alérgica; DA: dermatitis atopica; APLV: alergia a las proteinas de la leche de vaca; PTI:
purpura trompocitopénica idiopatica; IR: infecciones recurrentes; IDP: inmunodeficiencia primaria.

45



4.2 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-neumococo

4.2.1 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion con
la PPV23

El rango total para los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-
inmunizacion fue de 2,3 a 168,7 mg/L, observandose una mediana de 40,5 mg/L (Tabla
3). 14/42 (33,3%) pacientes presentaron niveles séricos entre 2,3 y 25,4 mg/L,
inferiores a 27,5 mg/L, valor reportado previamente como nivel protectivo por el
ensayo de ELISA global (34). 12/14 pacientes contaban con dos a tres dosis de PCV
en sus esquemas de vacunacion, y las otras dos pacientes (de 10 y 17 afios de edad) no
contaban con la PCV, ya que esta vacuna se introdujo en Paraguay en el afio 2012.
4/14 pacientes (2, 4, 8 y 17 afos de edad) presentaron valores muy bajos entre 2,3 y

9,4 mg/L, solo la paciente de 17 afios no contaba con la PCV (Anexo 5).

Por otra parte, en 3/42 pacientes se observaron niveles de anticuerpos anti-
neumococo pre-inmunizacion superiores al valor de corte (110 mg/L), cuyas
concentraciones estuvieron en el rango de 160,4 a 168,7 mg/L. Estos pacientes tenian
8, 13 y 16 afios de edad, y solo la paciente de 8 afios contaba con la PCV, pero ya
habian transcurrido més de 5 afios desde su ultima dosis (Anexo 5).

4.2.2 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion
con la PPV23

Para los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacién se
observo una mediana de 285,4 mg/L con RIQ de 236,9 a 351,7 mg/L, mientras que el
incremento post/pre-inmunizacion vario desde 1,5 hasta 77,1 (Tabla 3). 39/42 (92,8%)
pacientes respondieron adecuadamente a la vacuna, es decir, presentaron niveles
séricos de anticuerpos superiores a 110 mg/L post-inmunizacion con PPV23, o bien,
un incremento post/pre-inmunizacion >2 (dos) para aquellos con niveles sericos pre-

inmunizacion mayores a 110 mg/L.

En 3/42 (7,1%) pacientes se observd una respuesta deficiente de anticuerpos
anti-neumococo post-inmunizacion con la PPV23. En 2 de estos pacientes (ambas del

sexo femenino, de 7 y 17 afios de edad) se observaron valores inferiores al punto de
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corte de 110 mg/L (37,7 mg/L y 53,5 mg/L, respectivamente). En el tercer paciente
(masculino, 13 afios de edad), cuyo nivel pre-inmunizacion fue 160,4 mg/L (>110
mg/L), se observé un nivel sérico post-inmunizacion de 247,1 mg/L, lo cual equivale

a un incremento post/pre-inmunizacion de 1,5 (Anexo 5).

Con respecto a los 14/42 pacientes ya mencionados, con niveles séricos de
anticuerpos pre-inmunizacion inferiores a 27,5 mg/L, 13/14 pacientes presentaron
incrementos post-inmunizacion superiores a 110 mg/L, solo en una paciente de este
grupo se observé una respuesta deficiente de anticuerpos anti-neumococo (37,7 mg/L
para su nivel post-inmunizacion). Y con relacién a los 3/42 pacientes con niveles
séricos de anticuerpos pre-inmunizacién >110 mg/L, solo en un paciente se observd

una respuesta anti-neumococo deficiente (incremento post/pre-inmunizacion: 1,5).

Tabla 3. Respuesta de anticuerpos anti-neumococo en la poblacion

pediatrica con infecciones recurrentes. (n=42)

Determinacion Mediana RIQ Rango total
Anti-neumococo pre-inmunizacion” 40,5 20,9-73,2 2,3-168,7
Anti-neumococo post-inmunizacion” 285,4 236,9 — 351,7 37,7 -459,3
Incremento post/pre-inmunizacion 6,4 48-12,6 15-77,1

Semanas (dias) post-inmunizacion 4 (28) 4-5 (28-30) 4-6 (25-39)

*: niveles séricos de anticuerpos en mg/L (miligramos por litro); RIQ: rango intercuartilico

Al evaluar diferencias entre los niveles séricos de anticuerpos pre y post-
inmunizacion en la poblacion pediatrica con infecciones recurrentes, se observo un
incremento altamente significativo (p<0,001) de los niveles de anticuerpos anti-

neumococo post-inmunizacion con la PPV23 (Figura 2)
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Figura 2. Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo segun el estado de
inmunizacion con PPV23 (n=42). Se observé un aumento estadisticamente
significativo (p<0,001; prueba de Wilcoxon) de los niveles de anticuerpos post-
inmunizacidn con respecto a los niveles pre-inmunizacion, a excepcién de dos pacientes
cuyos valores post-inmunizacién (puntos por debajo de la “caja”) fueron <110 mg/L.
También se observo a tres pacientes con niveles pre-inmunizacion >110 mg/L (puntos
por encima de la “caja”). La linea central de las “cajas” corresponde a la mediana y sus

extremos representan al RIQ (P2s - P7s)

4.2.3 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre Yy post-

inmunizacion segun la edad

Para los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion se
observo una discreta tendencia de aumento de las medianas con la edad (Figura 3). Las
medianas con sus respectivos RIQ para los diferentes grupos etarios, de izquierda a
derecha en la figura citada, fueron: 30,5 mg/L (19,1 - 43,2); 49,3 mg/L (17,5 - 57,6);
49,9 mg/L (27,6 - 77,1) y 66,0 mg/L (29,3 - 124,3). Se observd una importante
variacion en los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo en cada grupo etario,

ademas, el numero de individuos fue muy reducido en cada grupo y la diferencia
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observada no fue estadisticamente significativa (p=0,314).
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Figura 3. Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion con
PPV23 segun grupos etarios (n=42). Se observO una discreta tendencia de
incremento de las medianas segun aumentd la edad en los grupos etarios, sin embargo,
la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,314; prueba de Kruskal-
Wallis). La linea central de las “cajas” corresponde a la mediana y sus extremos al
RIQ (P25 - P7s).

Para los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion
también se observé una discreta tendencia de aumento de las medianas desde el grupo
etario de 2 — 3 afios hasta el grupo de 6 - 8 afios, y luego una disminucién de la mediana
para los mayores de 8 afios (Figura 4), asi, las medianas con sus respectivos RIQ para
los diferentes grupos etarios, de izquierda a derecha en la figura citada, fueron: 276,4
mg/L (240,4 - 311,3); 315,1 mg/L (258,6 - 340,9); 348,2 mg/L (224,8 - 412,7) y 308,9
mg/L (180,5 — 377,5). La variacion en los niveles séricos de anticuerpos anti-

neumococo en cada grupo etario fue pronunciada, asi como el nimero de individuos
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en cada grupo fue reducido, y la diferencia observada no fue estadisticamente

significativa (p=0,829).
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Figura 4. Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion con
PPV23 segun grupos etarios (n=42). Se observo una discreta tendencia de incremento
de las medianas segun aumento la edad hasta el grupo etario de 6 — 8 afios, y luego una
disminucion para mayores de 8 afios, sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0,829; prueba de Kruskal-Wallis). La linea central

de las “cajas” corresponde a la mediana y sus extremos representan al RIQ (P25 - P7s).

4.3 Estudio de inmunoglobulinas séricas totales y de las subclases de 1gG

4.3.1 Niveles séricos de inmunoglobulinas totales IgA, 1gG e IgM

En este estudio se midieron los niveles séricos de inmunoglobulinas totales
IgA, 1gG e IgM por el método de inmunodifusion radial. Los estadisticos de tendencia

central (mediana) y de dispersion (RIQ y rango total) para cada una de estas

inmunoglobulinas se presentan en la Tabla 4. Los valores observados para la mediana
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y el RIQ de cada inmunoglobulina pueden considerarse dentro del rango normal o de
referencia (Anexo 2), lo cual se corresponde con la frecuencia de pacientes que
tuvieron niveles séricos normales de estos anticuerpos (34/42; 81,0%), no obstante, en
el rango total para las inmunoglobulinas IgA e 1gG se puede notar la presencia de
valores disminuidos para estos anticuerpos, lo que corresponderia a pacientes con

hipogammaglobulinemia.

Tabla 4. Niveles séricos de inmunoglobulinas totales en pacientes pediétricos

con infecciones recurrentes. (n=42)

Determinacion Mediana RIQ Rango total
Inmunoglobulina A (IgA), mg/dL 85,9 40,9 - 130,3 8,6 —329,6
Inmunoglobulina G (IgG), mg/dL 861,7 686,5-950,1 192,3-1553,1

Inmunoglobulina M (IgM), mg/dL 132,7 104,0—-173,7 47,4-3315
Ig: inmunoglobulina; mg/dL: miligramos por decilitro; RIQ: rango intercuartilico; mg/L: miligramos
por litro.

4.3.2 Niveles séricos de subclases de 1gG: 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4

Se midieron los niveles séricos de las cuatros subclases de IgG en las muestras
de 10 pacientes que presentaron una respuesta deficiente de anticuerpos anti-
neumococo y/o una hipogammaglobulinemia de al menos un isotipo (IgA, 1gG y/o
IgM). Una proporcion 7/10 (70,0%) pacientes presentaron niveles séricos dentro del

rango considerado normal o de referencia para la IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 (Anexo 2).

Para la subclase 1gG1 los niveles séricos resultaron entre 1538 mg/L y 15500
mg/L, encontrandose valores por debajo del rango normal en dos pacientes. Los
niveles séricos de la 1gG2 oscilaron desde 338 mg/L hasta 5040 mg/L, solo una
paciente present6 un valor disminuido de esta subclase. La concentracion sérica de la
IgG3 oscil6 entre 53,7 mg/L y 677 mg/L, encontrandose que dos pacientes presentaron
niveles séricos disminuidos, y para los niveles séricos de la 1gG4, el rango observado
fue desde valores indetectables (inferior a 22,4 mg/L) hasta 815 mg/L, observandose

valores por debajo del rango normal en dos pacientes (Tabla 5).
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Tabla 5. Niveles séricos de subclases de 1gG en pacientes pediatricos con

respuesta anti-neumococo deficiente y/o con hipogammaglobulinemia. (n=10)

o * 1gG1 1gG2 19G3 1gG4
N* Bdad™ Sexo oy mgil)  (mgll)  (mglL)
2 2 M 10700 2280 285 128
4 17 E 7690 5040 677 119
5 7 F 5350 1890 70,9 <224
8 11 FE 6360 2930 421 305
15 4 M 6150 960 222 146
17 13 M 15500 3630 397 815
21 2 FE 4860 790 221 50,5
27 8 FE 2680 1745 21 44,3
32 5 M 4410 2106 397 22.4
42 2 F 1538 338 53,7 <224

N°: nimero de identificacion del paciente; ™: en afios; M: masculino; F; femenino; mg/L: miligramos
por litro. Los valores que resultaron por debajo del rango de referencia se presentan en negrita.

4.4 Casos identificados de deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) y de

otras deficiencias de anticuerpos.

4.4.1 Deteccion de SAD y determinacion de su frecuencia

El estudio de la respuesta de anticuerpos anti-neumococo en los 42 pacientes
pediatricos con infecciones recurrentes permitié detectar 3 (tres) casos, ya descritos
con anterioridad, con una respuesta deficiente de anticuerpos anti-neumococo post-
inmunizacién con la PPV23. Los dos primeros casos corresponden a los dos puntos
situados por debajo de la “caja” en la Figura 2 ya mencionada. Estas dos pacientes,
identificadas como N°4 y 5 del estudio, presentaron niveles séricos de anticuerpos anti-
neumococo post-inmunizacion inferiores a 110 mg/L, y el tercer paciente, identificado
como N°17 de este estudio, presentd un incremento de anticuerpos anti-neumococo

post/pre-inmunizacion de 1,5 (inferior a dos).

Segun las definiciones utilizadas en este estudio para las deficiencias de
anticuerpos, el fenotipo clinico-inmunol6gico para una de las pacientes (N°5) con

respuesta anti-neumococo deficiente fue compatible con una CVID, ya que presentd
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niveles séricos disminuidos de IgA e IgG. En los otros dos pacientes (N°4 y 17) con
respuesta anti-neumococo deficiente, se establecié la presencia de SAD, ya que
presentaron niveles séricos normales de IgA, 1gG e IgM vy de las cuatro subclases de
IgG. Asi, la frecuencia observada de SAD en este estudio fue de 4,8% (2/42).

4.4.2 Deteccion de otras deficiencias de anticuerpos y determinacion de sus

frecuencias

Ademas de los 2 casos de SAD, se detectaron otras deficiencias de anticuerpos
como: un caso de CVID (1/42; 2,4%) ya mencionado en la paciente N°5, 3 casos (3/42;
7,1%) de deficiencia de IgA (DIgA) en los pacientes N°2, 8 y 21, y 4 casos (4/42;
9,5%) de deficiencia aislada de IgG (DIgG) en los pacientes N°15, 27, 32 y 42. La
frecuencia total observada de deficiencias predominantes de anticuerpos detectadas en
este estudio fue de 23,8% (10/42).

En tres pacientes se observd niveles séricos disminuidos de al menos una
subclase de IgG; la paciente con CVID (N°5) present6 niveles disminuidos de 1gG3 e
IgG4,y, en las pacientes N°27 y 42 con DIgG se encontro niveles séricos disminuidos
de 1gG1y de las cuatro subclases, respectivamente. La deficiencia de subclases de 1gG
no fue detectada en este estudio, ya que los tres pacientes mencionados no reunieron

el criterio de 1gG sérica normal.

Los 4 casos detectados de DIgG, con y sin niveles disminuidos de las subclases,
pueden clasificarse como hipogammaglobulinemias no especificadas. Ademas, en los
pacientes N°15 y 42 (menores de 5 afios de edad), la DIgG observada podria

corresponder a una hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia.

4.5 Caracterizacion de pacientes con SAD y con otras deficiencias de anticuerpos

detectadas en este estudio

En la caracterizacion demogréafica de los 10 pacientes con deficiencias de
anticuerpos se observé una proporcion 6/10 (60,0%) de pacientes del sexo femenino,
la mediana de edad fue de 6 afios (RIQ: 4 — 11 afios) y la mayoria de los pacientes

(8/10; 80,0%) eran de Asuncion o del Departamento Central; de los 6 pacientes que
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asistian a instituciones educativas, 3 refirieron asistencia irregular (ausencias
frecuentes) por las infecciones recurrentes y una paciente abandono sus estudios por
dicho motivo. En la Tabla 6 se presentan los datos de edad y sexo, asi como el fenotipo

inmunologico de los 10 pacientes con deficiencias de anticuerpos.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y fenotipo inmunologico de

pacientes con SAD y con otras deficiencias de anticuerpos detectadas. (n=10)

I9A 19G IgM Anti-  Anti-  Subclases

N° E * **
dad Sexo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) neumo” neumo de 19G

DPA

2 4 M 169 8418 1597 881 3409  Normal  DIgA
4 17 2034 8815 2135 7,6 37,7 Normal ~ SAD
5 7 86 3162 474 289 535 IgG3|IgG4| CVIDS
8 11 584 7891 904 881 2762  Normal  DIgA

15 4 1072 5403 962 17,5 2133  Normal  DIgG

21 2 16,3 524,5 103 44,3 261,5 Normal DIgA
27 8 94,2 430,6 228,5 168,8 348,2 IgG1] DIgG8
32 5 86 524,5 109,1 55,4 394,6 Normal DlgG
42 2 F 27,3 192,3 59,3 20,9 427,3 Todas| DIgG8

F
F
F
M
17 13 M 111 1238,3 141 160,4 247,17 Normal SAD
F
F
M

*: anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacién en mg/L; ™: anticuerpos anti-neumococo post-
inmunizacion en mg/L; DPA: deficiencia predominante de anticuerpo; DIgA: deficiencia de IgA,
CVID: inmunodeficiencia comin variable con respuesta anti-neumococo deficiente; SAD: deficiencia
de anticuerpos especificos; DIgG: deficiencia aislada de 1gG: *: incremento post/pre-inmunizacion=1,5;
|: con niveles séricos disminuidos; ¥: presencia de niveles séricos disminuidos de subclases de 1gG. En
negrita, los valores de anticuerpos con niveles séricos disminuidos o con respuesta deficiente.

En la caracterizacion clinica se observé un predominio (7/10; 70,0%) de
infecciones recurrentes del tracto respiratorio superior (amigdalitis, faringitis y/o
laringitis) e inferior (bronquitis y/o neumonia), también fue frecuente la infeccion
severa (7/10; 70,0%) como sepsis y neumonia grave (con derrame pleural, absceso y/o
con necrosis). Las alergias predominantes fueron asma y rinitis, mientras que, los
antecedentes familiares fueron mayoritariamente la presencia de familiar (padre/madre
y/o hermano/a) alérgico y de hermano/a con infecciones recurrentes (Tabla 7). La
mediana para la edad de inicio de las infecciones recurrentes fue de 2 afios (RIQ: 1 —
7 afios); para el nimero de infecciones por afio y el nimero de hospitalizaciones en el

ultimo afio, las medianas fueron, respectivamente, 3 (RIQ: 2 -4)y 2 (RIQ: 1 - 3).
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En los pacientes definidos como casos de SAD en este estudio (N°4y 17), las
infecciones recurrentes mas frecuentes fueron los abscesos y las adenopatias,
respectivamente, diferente a lo observado en los demas pacientes con DPA. No
obstante, la paciente N°4 refirio la presencia de otras infecciones recurrentes como las
del tracto respiratorio superior, sinusitis, adenopatias y fiebre sin etiologia
determinada, y en el paciente N° 17, también se observo infecciones del tracto
respiratorio superior, fiebre sin etiologia determinada y gastroenteritis. En ambos

pacientes se observé infeccidn severa como sepsis y presencia de alergia.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SAD y con otras

deficiencias de anticuerpos detectadas en este estudio. (n=10)

Infeccidn Infecc. Hosp. Infeccion Antecedente
N° Recurrente Edad* /afio /afio Severa Alergia Familiar DPA
2 TRS 4 2 1  Sepsis RA Familiar alérgico DIgA
4 Abscesos 7 10 4  Sepsis RA Herno/a.con IR~ SAD
5 Neumonia 2 5 5  Sepsis Asma Muerte infantii  CVID?
8 TRS 9 3 1  Candidiasis AA Familiar alérgico DIgA
15 Bronquitis 6m 2 1 Ninguna Asma/RA Ninguno DigG
17 Adenopatias 10 4 1  Sepsis RA Herno/a.con IR~ SAD
21 TRS 6m 4 1 Ninguna DA/APLV Familiar alérgico DIgA
27 Neumonia 2 3 3 Neumonia™ Asma Herno/a. IR DIgG#
32 Otitis 1 3 2 Ninguna RA Herno/a. con IR DIgG
42 Neumonia 2 2 2 Neumonia™ DAJAPLV Familiar alérgico DIgG?

TRS: tracto respiratorio superior; *: edad de inicio de infecciones (afios); m: meses; Infecc./afio: nimero

de infecciones por afio; Hospit./afio: nimero de hospitalizaciones en el Gltimo afio; ™ grave (con
derrame pleural, absceso y/o con necrosis); RA: rinitis alérgica; AA: alergia a alimentos; DA: dermatitis
atépica; APLV: alergia a las proteinas de la leche de vaca; Hrno/a.: hermano/a; IR: infeccién recurrente.

4.6 Caracterizacion de pacientes pediatricos con infecciones recurrentes en

cuanto a su estado previo de inmunizacion con PCV

4.6.1 Descripcion del numero de dosis y tiempo transcurrido desde la
altima dosis de PCV

La PCV forma parte del esquema de vacunacion de los nifios menores de 2
afnos en Paraguay, contemplando un total de 3 (tres) dosis: a los 2 y 4 meses, y la
tercera dosis, a los un afio de edad (42). En este estudio se observo que 8 pacientes no
habian recibido dosis de PCV; estos pacientes tenian 10 afios 0 méas de edad y
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considerando el afio de introduccion (2012) de la PCV en Paraguay por el PAI-
MSPyBS, sus esquemas de vacunacion aun no incluian esta vacuna. Por otra parte,
solo en 2 pacientes se observo 4 dosis de PCV cuyos esquemas de vacunacion fueron
completados en centros médicos privados, mientras que, 5/42 (11,9%) contaban con 2
dosis 'y 27/42 (64,3%) tuvieron las 3 dosis de PCV, todos ellos (32/42; 76,2%) fueron

vacunados en servicios del MSPyBS (segun sus tarjetas de vacunacion).

Con respecto al tiempo transcurrido (en meses) desde la ultima dosis de PCV
hasta el momento de participacion del paciente en este estudio, y considerando a los
34 pacientes que contaban con la PCV en sus esquemas de vacunacion, la variacién

observada fue de 10 a 91 meses, con una mediana de 44 meses y RIQ de 24 a 62.

4.6.2 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo segun dosis de PCV 'y

tiempo transcurrido desde la ultima dosis.

En la Figura 5 se presenta la distribucion de los niveles séricos de anticuerpos
anti-neumococo pre y post-inmunizacion segun dosis de PCV, y en la Figura 6, los
niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre y post-inmunizacion segun tiempo
transcurrido desde la Gltima dosis. Se observd una importante variacion de los niveles
séricos de anticuerpos anti-neumococo, pre-inmunizacion y post-inmunizacion, en
cada uno de los grupos segun dosis de PCV y segln tiempo transcurrido desde la
ultima dosis, ademas, el nimero de individuos fue muy reducido en cada grupo y las

diferencias observadas en las medianas no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 5. Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre y post-inmunizacion
segun dosis de PCV (n=42). No se observaron diferencias significativas entre los
niveles pre-inmunizacion de anticuerpos anti-neumococo (p=0,381; prueba de Kruskal-
Wallis), tampoco hubo diferencias significativas entre los niveles post-inmunizacion
(p=0,344; prueba de Kruskal-Wallis), segln dosis previas de PCV. La linea central de

las “cajas” corresponde a la mediana y sus extremos representan al RIQ (P25 - P7s).
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Figura 6. Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre y post-inmunizacion
segun tiempo transcurrido desde la ultima dosis de PCV (n=34). No se observaron
diferencias significativas entre niveles pre-inmunizacion (p=0,187; prueba de
Kruskal-Wallis), ni entre los niveles post-inmunizacién (p=0,674; prueba de Kruskal-
Wallis) segun el tiempo transcurrido desde la tltima dosis de PCV. La linea central

de las “cajas” corresponde a la mediana y sus extremos representan al RIQ (P25 - P7s).
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5. DISCUSION
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Las deficiencias de anticuerpos constituyen las IDPs reportadas como las mas
frecuentes en poblacion pediatrica (66). Una deficiencia de anticuerpos muy comun es
la de anticuerpos especificos (SAD), descrita como la incapacidad para desarrollar una
respuesta de anticuerpos a antigenos polisacéridos del S. pneumoniae (neumococo), en
presencia de inmunoglobulinas séricas normales (45). El estudio de anticuerpos contra
los polisacaridos del neumococo ofrece muchos beneficios como parte de una
evaluacion inmunoldgica, incluyendo la disponibilidad y el uso regular de vacunas
polivalentes frente a serotipos comunes, y ademas, la existencia de pruebas que

permiten medir los anticuerpos anti-neumococo (24).

La inmunidad humoral deberia ser evaluada en pacientes con infecciones
recurrentes y/o severas sugestivas de una deficiencia de anticuerpos, y dentro de esta
evaluacion, el estudio de la respuesta anti-neumococo puede ayudar a definir la
severidad de la deficiencia y optar por decisiones terapéuticas (25). En el presente
trabajo se estudié una poblacion pediatrica con infecciones recurrentes con el objetivo
de detectar casos de SAD, mediante la evaluacion de la respuesta anti-neumococo
post-inmunizacién con PPV23, de modo a aportar los primeros datos de esta
deficiencia en Paraguay e iniciar el proceso de implementacién de su metodologia

diagnostica, para posteriormente ofrecerla como un nuevo servicio a la comunidad.

5.1 Caracterizacién de la poblacion pediatrica con infecciones recurrentes

5.1.1 Caracterizacion demografica

En este estudio fueron evaluados 42 pacientes pediatricos con infecciones
recurrentes, observandose una mediana de 5 afios de edad y un leve predominio (22/42)
del sexo masculino. Quezada et al. 2015 (67), reportaron datos similares en cuanto a
edad y sexo en una cohorte de nifios de Chile con infecciones respiratorias recurrentes.
En un estudio mas reciente de Bélgica, Bucciol et al. 2019 (49), evaluaron pacientes
con infecciones recurrentes en busca de SAD y observaron una mediana de edad de 4

afos y un discreto predominio del sexo masculino (52/94).

Por otra parte, la mayoria de los pacientes (22/42) provino de ciudades del

Departamento Central; también se observo un nimero importante (13/42) de pacientes
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de ciudades del interior del pais. Debe considerarse que los dos hospitales donde
fueron localizados los pacientes se encuentran en dicho Departamento y concentran
pacientes de varios puntos del pais. En un estudio previo en nifios con infecciones
recurrentes de Paraguay (64), también observaron predominio de pacientes del
Departamento Central. A pesar de los esfuerzos de la salud pablica para descentralizar
los servicios sanitarios, los hospitales de mayor envergadura siguen concentrandose

en Asuncion y en el Departamento Central.

En esta serie de nifios fue frecuente (10/26) la asistencia irregular (ausencias
frecuentes) a la institucion educativa por motivo de las infecciones recurrentes. Los
nifios con infecciones a repeticion acuden muy frecuentemente a los servicios médicos
y son objeto de diversos estudios laboratoriales y por iméagenes buscando la etiologia
de la enfermedad; las visitas constantes a los servicios médicos generan elevados
costos y requiere tiempo de las familias, por lo cual, la asistencia a las escuelas o

colegios puede verse afectada (17).
5.1.2 Caracterizacion clinica

En la caracterizacion clinica de la poblacion de estudio predominaron las
infecciones del tracto respiratorio superior e inferior, también fueron frecuentes las
infecciones severas como sepsis y neumonia grave. En una cohorte de pacientes con
infecciones recurrentes de Bélgica donde buscaron SAD, fueron muy frecuentes las
infecciones recurrentes del tracto respiratorio superior, las neumonias y también
observaron infecciones invasivas como sepsis, meningitis y abscesos profundos (49).
Las infecciones recurrentes en la infancia, especialmente las del tracto respiratorio,

son una causa muy comin de morbimortalidad y de visitas médicas (68).

En cuanto a la edad de inicio de las infecciones recurrentes, se observo una
mediana de 2 afos, y para el numero de infecciones al afio, la mediana fue de 3
episodios. Griber et al. 2008 (68), reportaron un promedio de 3,4 episodios de
infecciones respiratorias en nifios sanos de hasta 2 afios de edad. En los primeros afios
de vida, algunos componentes de la inmunidad innata y/o la adaptativa no responden
adecuadamente, sin embargo, cuando las infecciones son muy frecuentes, severas u

oportunistas, pueden indicar una IDP, siendo un desafio clinico identificar qué nifio

61



con infeccion recurrente podria tener una deficiencia de su sistema inmunitario, de
modo a diagnosticarla y tratarla oportunamente (69). Ademas, existen otros factores
que pueden influir en la frecuencia y severidad de las infecciones, principalmente las
del tracto respiratorio, como el habito de fumar en la familia, la asistencia a guarderias
y la enfermedad alérgica (45).

Otra caracteristica clinica frecuente (33/42) en este estudio fue la enfermedad
alérgica, principalmente asma y rinitis. La alergia se considera un factor predisponente
para las infecciones recurrentes, dada la inflamacion crénica de las membranas
mucosas (17). Se ha demostrado que los individuos alérgicos tienen infecciones
respiratorias mas frecuentes y severas que los no alérgicos (70); en otro estudio de
cohortes, la alergia resultd ser un factor significativo para el desarrollo de otitis e
infecciones del tracto respiratorio inferior (71), y también se ha reportado que el asma

es un factor predisponente para la neumonia (72).

5.2 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-neumococo

5.2.1 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion con
PPV23

Para los niveles de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion se observé
una mediana de 40,5 mg/L en la poblacion total evaluada. La distribucion segin grupos
etarios presento las siguientes medianas: 30,5 mg/L (2 a 3 afios), 49,3 mg/L (4 a 5
anos), 49,9 mg/L (6 a 8 afios) y 66,0 mg/L (mayores de 8 afios).

Schauer et al. 2003 (73), reportaron rangos normales para nifios sanos, con
promedios de 12,3 mg/L (2 a 3 afios) y 14,6 mg/L (3 a 4 afos), los cuales aumentaron
con la edad a 45,5 mg/L (4 a 8 afios) y 59,9 (8 a 12 afios). Los niveles séricos mas
bajos entre los 2 y 4 afios de edad podrian deberse a que la PCV aun no formaba parte
de los esquemas de vacunacion en muchos paises (afio 2003), y los aumentos en edades
posteriores, reflejarian la inmunidad natural adquirida para el neumococo. Rose et al.
2013 (34), determinaron niveles pre-inmunizacion en nifios sanos con historial de
PCV7 ylo PPV23, observando los siguientes promedios: 46,8 mg/L (2 a 3 afios), 66,7
mg/L (3 a 4 afios), 107,2 mg/L (4 a 8 afios) y 116,6 mg/L (>8 afios). Los valores méas
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elevados observados por estos autores en cada grupo etario podrian deberse a que
evaluaron nifios sanos, a diferencia de los nifios con infecciones recurrentes de este
estudio, ademas, los nifios sanos a partir de 4 afios tenian en sus esquemas de
vacunacion a la PPV23, sin embargo, los pacientes de este estudio solo contaban con
PCV en sus esquemas de vacunacion. Por otro lado, Parker et al. 2016 (74), obtuvieron
resultados concordantes con este estudio (Mediana: 40 mg/L y RIQ: 26 — 79 mg/L),

sin embargo, este reporte corresponde a un estudio en poblacion adulta.

Como ya se menciond, las diferencias observadas con respecto a valores
previamente reportados para anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion se
explicarian por las diferentes poblaciones estudiadas, asi, los trabajos previos
evaluaron nifios sanos (34,73) y en este estudio se evalud una poblacién de nifios con
infecciones recurrentes. Ademas, se conoce por estudios de vacunacién que la
respuesta inmune a antigenos polisacaridos no solo depende de la edad de cada
individuo y del estado de su inmunidad, sino que también varia entre individuos del
mismo grupo etario, es decir, la respuesta a polisacaridos del neumococo es

considerada muy heterogénea (75).

Por otra parte, en este estudio se observé que 14 nifios presentaron niveles pre-
inmunizacion inferior a 27,5 mg/L, valor reportado previamente como nivel protectivo
por el ensayo de ELISA global (34); 12 de estos pacientes contaban con dosis previas
de PCV, por tanto, no existe suficiente evidencia para concluir que estos nifios no
estaban protegidos frente al neumococo. En Paraguay son necesarios mas estudios para
conocer el grado de proteccién y la efectividad de la vacuna PCV. No obstante, 3 de
estos nifios presentaron valores muy bajos (2,3 a 9,4 mg/L), siendo que contaban con
la PCV; estos casos podrian corresponder a un grupo denominado PCV-no
respondedores (24). La falta de produccion de anticuerpos frente a los serotipos
contenidos en la PCV podria ser considerada una condicion patologica, y se ha
propuesto denominar a esta alteracion como PCV-SAD, sin embargo, se necesitan mas
estudios en este grupo de pacientes para una mejor caracterizacion (25) y en la
literatura cientifica no se han encontrado reportes sobre las causas probables de esta

falta de respuesta a la PCV.
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Con respecto a los 3 (tres) pacientes que presentaron niveles sericos pre-
inmunizacion superiores a 110 mg/L, dos de ellos no contaban con PCV en sus
esquemas de vacunacion, y para la otra paciente, ya habian transcurrido mas de cinco
afios desde su ultima dosis, por tanto, estos niveles pre-inmunizacion elevados podrian
ser interpretados como exposicion y/o infeccion previa y quizés reciente por

neumococo (53).

5.2.2 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion
con PPV23

Para los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion, la
mediana fue de 280,9 mg/L (37,7 - 459,3), con un incremento post/pre-inmunizacién
de 6,4 (1,5 - 77,1). Schutz et al. 2013 (76), observaron en adultos sanos un rango de
45 a 2879 mg/L. En un reporte mas reciente, Parker et al. 2019 (50), encontraron en
adultos sanos un incremento post-inmunizacion de 9 veces (2 — 19) con un promedio
de 375 mg/L (77 — 1238 mg/L). Para cohortes de pacientes con infecciones recurrentes,
Lopez et al. 2017 (48), observaron una mediana post-inmunizacion de 151 mg/L (9 -
1360) e incrementos post/pre de 4,8 (0,8 a 38,9), y, Dziadzio et al. 2017(48),

observaron medianas entre 100 y 300 mg/L.

Los valores post-inmunizacion de este estudio no alcanzaron los incrementos
observados por otros autores en adultos sanos, no obstante, presentaron cierta similitud
con lo reportado para adultos con infecciones recurrentes. Muy dificilmente los
hallazgos coincidan exactamente unos con otros, ya que las variaciones en los niveles
de anticuerpos anti-neumococo se ven influenciadas por la historia de vacunacion de
los pacientes, la exposicion previa al neumococo, el estado del sistema inmunitario de

cada individuo, los serotipos del neumococo y la edad (77).

Es importante destacar que, todos los trabajos citados en el parrafo anterior
fueron realizados en poblacidn de adultos, por lo cual las diferencias observadas son
esperadas, ya que en este estudio se evaluo nifios con infecciones recurrentes. Por otra
parte, en la literatura cientifica no se han encontrado reportes que describan
detalladamente los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion

con PPV23 en poblacion pediatrica con infecciones recurrentes evaluada mediante el
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ELISA global, por tanto, el presente estudio estaria aportando los primeros datos sobre
el comportamiento de estos anticuerpos. Los estudios realizados en nifios en busca de
SAD y que han sido publicados, evaluaron anticuerpos anti-neumococo especificos de
serotipo, probablemente debido a los inconvenientes de sensibilidad que se describen
para el ensayo de ELISA global (24).

Con relacion a los 14 pacientes con anticuerpos anti-neumococo pre-
inmunizacion inferiores a 27,5 mg/L, 13 de estos pacientes respondieron
adecuadamente a la PPV23. Esté reportado que muchos nifios que fallan en responder
a 304 dosis de laPCV, responden a una dosis de PPV23, asi, Estrada et al. 2016 (78),
evaluaron a 72 nifios y adolescentes con infecciones respiratorias recurrentes, una
poblacion de caracteristicas similares a la evaluada en el presente estudio, 45 de ellos
contaban con la PCV en sus esquemas de vacunacién pero presentaban bajos niveles
séricos de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion, y observaron que la mayoria

de los nifios mejoro clinica y serolégicamente después de la inmunizacién con PPV23.

Por otra parte, de los 3 (tres) pacientes con niveles pre-inmunizacion superiores
a 110 mg/L, en dos de ellos se observd una respuesta de anticuerpos anti-neumococo
adecuada (incrementos post-inmunizacion de dos veces los niveles pre-inmunizacion).
Parker et al. 2019 (50), reportaron un incremento post/pre-inmunizacién que vario de
2 a 19 en adultos sanos. Si bien no se han encontrado sugerencias similares para
poblacién pediatrica utilizando el ELISA global, expertos sugieren un incremento
minimo de dos veces para cada anticuerpo anti-serotipo evaluado por el ELISA OMS

cuando los niveles pre-inmunizacion son elevados (29).
5.2.3 Niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo segun la edad

La edad es un factor importante que influye sobre el nivel de la respuesta a la
mayoria de los antigenos polisacaridos del neumococo (52). Estudios previos en
poblacién pediatrica han reportado que los niveles séricos de anticuerpos anti-
Nneumococo pre-inmunizacion con PPV23 se incrementaban con la edad (34,73), sin

embargo, no evaluaron si las diferencias eran estadisticamente significativas.
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En el presente estudio, se observd una discreta tendencia de aumento de los
niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo con la edad de los pacientes, no
obstante, la variacion de los niveles séricos de anticuerpos en cada grupo etario fue
pronunciada y un nimero reducido de individuos integré cada grupo, finalmente las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. Esta falta de
significancia estadistica podria deberse al reducido tamafio de muestra evaluada, o
bien, al hecho de haber estudiado una respuesta de anticuerpos anti-neumococo global

y no especifica de serotipos.

Parker et al. 2019 (50), también estratificaron los niveles de anticuerpos anti-
neumococo segun la edad de adultos sanos evaluados mediante el ensayo de ELISA
global, y no observaron diferencias estadisticamente significativas, lo cual concuerda
con el comportamiento observado en este estudio para pacientes pediatricos con

infecciones recurrentes.

5.3 Estudio de inmunoglobulinas séricas totales y de subclases de 1gG

5.3.1 Niveles séricos de inmunoglobulinas totales IgA, 1gG e IgM

Se observo que el 81,0% (34/42) de los pacientes tuvieron los tres isotipos de
inmunoglobulinas dentro del rango considerado normal. Estudios previos de niveles
séricos de inmunoglobulinas en nifios con infecciones recurrentes fueron realizados en
Paraguay, asi, Ferreira et al. 2010 (79), reportaron valores dentro de los rangos de
referencia en 13/17 (76,5%) pacientes y Caballero et al. 2018 (64), observaron una

frecuencia de 90,0% (129/143) de pacientes con inmunoglobulinas séricas normales.

La mayoria de los nifios que sufren de infecciones recurrentes tienen una
inmunidad normal; un sistema inmune fisiolégicamente inmaduro u otros factores
como las alergias, serian los responsables de las infecciones y solo una pequefia
proporcion presentaria una IDP (69). Dentro de este grupo, las deficiencias de
anticuerpos son las mas comunes, no obstante, en un nifio con infecciones recurrentes
puede estar alterado otro componente del sistema inmunoldgico, siendo un desafio
para el pediatra sospechar de estas enfermedades, solicitar las pruebas de laboratorio

pertinentes y diagnosticarlas precozmente para un tratamiento oportuno (80,81).
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5.3.2 Niveles séricos de las subclases de 1gG: 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4

Las subclases de IgG fueron evaluadas en 10 pacientes que presentaron
respuesta anti-neumococo deficiente y/o hipogammaglobulinemia de al menos un
isotipo de inmunoglobulina sérica total. En 7/10 pacientes se observé niveles séricos
dentro del rango considerado normal para las cuatro subclases de 1gG. Estudios previos
realizados en Paraguay en nifios con infecciones recurrentes, no llevaron a cabo el
estudio de subclases de IgG (64,79), por tanto, se carece de informacién local sobre el
comportamiento de estos anticuerpos en poblacion pediétrica.

Cabe mencionar que, a nivel pais la evaluacion de subclases de IgG solo esta
disponible en laboratorios privados y a costos elevados, lo que dificulta su estudio y la
deteccion de las deficiencias de subclases. En Paraguay, son necesarios estudios para
describir los niveles séricos de subclases de IgG en poblacion pediatrica con

infecciones recurrentes y conocer la prevalencia de deficiencias de subclases de 1gG.

Segun el Gltimo reporte global sobre IDPs de la Red de Centros Especializados
de la Fundacion Jeffrey Modell, compuesta por 792 médicos expertos de 86 paises, se
registraron en latinoamérica un total de 6420 IDPs en el periodo 2013-2018, de las
cuales 108 casos (1,7%) correspondieron a la deficiencia de subclases de 1gG (82). Por
otra parte, otro grupo de centros que componen la Sociedad Latinoamericana para
Inmunodeficiencias Primarias (LASID) registra a la fecha un total de 8548 IDPs, de
las cuales 29 casos (0,3%) corresponden a la deficiencia de subclases de IgG y 143

casos (1,7%) a dicha deficiencia combinada con DIgA (59).

5.4 Casos identificados de deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) y de

otras deficiencias de anticuerpos

5.4.1 Deteccion de deficiencia de anticuerpos especificos (SAD)

Mediante la evaluacion de la respuesta anti-neumococo post-inmunizacién con
PPV23, se detectaron dos pacientes que cumplieron con la definicion de SAD. Una
paciente presentd anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion inferior a 110 mg/L;

cabe sefialar que este punto de corte fue establecido por Lopez et al. 2017 (46) en
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poblacion adulta, en un estudio donde compararon el valor diagnostico del ELISA
global con el ELISA OMS (gold standard); no se han encontrado reportes sobre puntos

de corte post-inmunizacion para el ELISA global en poblacion pediatrica.

Por otro lado, debe considerarse que los demé&s pacientes con niveles post-
inmunizacion superiores a 110 mg/L, y principalmente aquellos con historial clinico
muy sugestivo de SAD, deberian ser evaluados en un futuro para anticuerpos anti-
neumococo especificos de serotipos, ya que se describe una baja sensibilidad para
SAD mediante el ensayo de ELISA global (24,46). La determinacion de los
anticuerpos anti-serotipo no estd disponible en Paraguay y en este estudio no fue
realizado por su elevado costo y dificultad de implementar; actualmente se encuentra

disponible solo en laboratorios de investigacion altamente calificados (24).

El otro paciente definido como un caso de SAD en este estudio, presento
niveles de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacién superiores a 110 mg/L, pero
su incremento post-inmunizacion no alcanz6 dos veces los niveles basales. Para el
ELISA global no se han encontrado recomendaciones sobre qué incremento considerar
como respuesta adecuada a la PPV23 en poblacion pediatrica, no obstante, Parker et
al. 2019 (50), reportaron incrementos de 2 a 19 veces los niveles pre-inmunizacién en
adultos sanos mediante el ensayo de ELISA global, ademas, para el ELISA OMS
también se utiliza como punto de corte el incremento post/pre-inmunizacion de dos
veces 0 mas (29). Convendria evaluar a este paciente en un futuro con el estudio de

anticuerpos anti-serotipo para verificar el hallazgo.
5.4.2 Determinacion de la frecuencia de SAD

La deficiencia de anticuerpos especificos (SAD) corresponde a uno de los
defectos inmunoldgicos mas frecuentes en pacientes con infecciones respiratorias
recurrentes, con prevalencias de 11,0% a 23,1% (23,27,83). La baja frecuencia de SAD
de este estudio (2/42; 4,8%) tendria como causas, el reducido tamafio de muestra
evaluada y, principalmente, el uso de un ELISA global al cual se le atribuye una baja
sensibilidad, de 58% a 70% comparado con el ELISA OMS y con los ensayos
multiplex (46,48,84); estos estudios citados fueron realizados en adultos, no se

encontraron datos para poblacion pediatrica.
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La baja sensibilidad del ELISA global en el diagnostico de SAD se explicaria
por la deteccion de anticuerpos anti-neumococo elevados frente a un solo serotipo o a
unos pocos, lo cual corresponderia a un falso negativo (24). A pesar de ello, se trata
de un ensayo muy difundido en los laboratorios clinicos de rutina (24) y Lopez et al.
2017 (46), al compararlo con el ELISA OMS, concluyeron que es de utilidad en un
primer paso en la deteccion de SAD, para estudiar luego los anticuerpos anti-serotipo
segun necesidad, basados principalmente en la historia clinica del paciente. Ademas,
expertos recomiendan que la evaluacién de la inmunidad y las acciones terapéuticas
para SAD, deberian también considerar la evidencia clinica, y no solamente una
respuesta de anticuerpos definida arbitrariamente (24,45).

Los dos casos de SAD detectados y la frecuencia establecida en este estudio
constituyen los primeros datos de esta deficiencia en Paraguay. Este aporte se
considera relevante porque brinda la primera informacion sobre la patologia a nivel
pais, la cual es poco conocida entre médicos pediatras locales, destacando asi la
importancia de sospecharla y evaluar la respuesta anti-neumococo en nifios con
infecciones recurrentes, para una deteccion y tratamiento oportunos que benefician al
paciente disminuyendo la frecuencia y severidad de las infecciones, mejorando asi su

calidad de vida.

5.4.3 Deteccidn de otras deficiencias de anticuerpos y determinacion de sus

frecuencias

En este estudio fueron detectadas otras deficiencias de anticuerpos como: un
caso (2,4%) de CVID, 3 casos (7,1%) de DIgA y 4 casos (9,5%) de DIgG. Un estudio
previo realizado en Paraguay en nifios con infecciones recurrentes (64), reporto a la
DIgA y CVID como las mas frecuentes, en cambio, no fueron detectadas deficiencias

aisladas de 1gG.

La paciente con CVID de este estudio, presentd una respuesta deficiente de
anticuerpos anti-neumococo. Una respuesta alterada a antigenos polisacaridos puede
encontrarse como un rasgo de inmunodeficiencias primarias méas severas, tales como
laCVID y el sindrome de Wiskott—Aldrich (56). Por otra parte, la DIgA fue la segunda

deficiencia mas frecuente de este estudio; segun un reporte del Grupo Latinoamericano
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para inmunodeficiencias primarias, esta deficiencia afecta a 1 en 700 nacidos vivos,
siendo la mas comudn de las IDPs (66). Los tres casos de DIgA de este estudio
corresponderian a deficiencias parciales, ya que los valores de IgA fueron superiores
a 7 mg/L pero inferior al rango normal, y un caso podria ser transitorio, considerando
la edad menor a 4 afios de la paciente (65,85). Es importante realizar un seguimiento
clinico a pacientes con DIgA, debido a que su progresion a CVID ha sido reportada
(86), ademas, se asocia a autoinmunidad y se han reportado reacciones post-

transfusion sanguinea en individuos con la deficiencia (87)

La DIgG fue la mas frecuente en este estudio; la AAAAI clasifica este defecto
como una hipogammaglobulinemia no especificada, y en nifios menores de 5 afios
(pacientes N°15 y 42) podria corresponder a una hipogammaglobulinemia transitoria
de la infancia (11), la que requiere seguimiento en el tiempo en cuanto a los niveles
séricos de 1gG (88). Estudios previos han reportado la DIgG con frecuencias de 3,0%
(3/89) en nifios con infecciones recurrentes (27) y de 11,3% (7/62) en adultos con
sospecha de IDPs. Otros autores han descrito pacientes con esta deficiencia, bajo la
denominacién de hipogammaglobulinemia no clasificada (89,90).

Con respecto a la deficiencia de subclases de 1gG, en este estudio no fue
detectado ningun caso. Si bien 3/10 pacientes presentaron niveles séricos disminuidos
de subclases de 1gG, no cumplieron con el criterio de 1gG sérica normal para definir
esta deficiencia. Uno de estos casos fue definido como CVID y los otros dos
correspondieron a DIgG o hipogammaglobulinemias no especificadas (11). Por otro
lado, debe considerarse que la IgG1 comprende aproximadamente el 60% del nivel
total de IgG, por ello, usualmente la deficiencia de IgG1 esta asociada con niveles
disminuidos de IgG total (91), comportamiento observado en una paciente (N°27) de

este estudio.

Cabe mencionar que, en este estudio las definiciones de SAD y de otras
deficiencias de anticuerpos estuvieron basadas en el fenotipo clinico e inmunolégico
(15). En Paraguay, aun no es posible realizar un diagnéstico genotipico de las IDPs,
ya que no estan disponibles los métodos moleculares para detectar las mutaciones

génicas implicadas; seria de mucha relevancia para el pais implementar a futuro el
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diagndstico molecular de estas patologias. Por otra parte, para la mayoria de las DPA
detectadas en este estudio como SAD, DIgA, DIgG, aun se desconocen los defectos
génicos subyacentes (12), por tanto, el diagnostico de estas deficiencias es por lo

general en base al fenotipo clinico-inmunolégico.

5.5 Caracterizacion clinico-demografica de pacientes con SAD y con otras

deficiencias de anticuerpos detectadas en este estudio

En los 10 pacientes con deficiencias de anticuerpos detectadas, en la
distribucion por sexo no se observé un marcado predominio (6/10 eran mujeres), la
mediana de edad fue de 6 afios y la mayoria de los pacientes (8/10) eran de Asuncion
0 del Departamento Central. Caballero et al. 2018 (64), reportaron caracteristicas
demogréficas muy semejantes para su cohorte de nifios con infecciones recurrentes de

Paraguay.

En la caracterizacion clinica se observd un predominio de infecciones
recurrentes del tracto respiratorio, también fue frecuente la infeccion severa como
sepsis y neumonia grave, y los 10 pacientes eran alérgicos. Estd documentado que las
infecciones respiratorias son las mas frecuentes en las DPA, debido principalmente a
la importante funcion de los anticuerpos frente a microorganismos que ingresan por
las mucosas de las vias aéreas (4), y su asociacion con las alergias también ha sido
reportada (92). Por otra parte, la edad de inicio de las infecciones tuvo una mediana de
2 afios y, considerando como edad del diagnostico la que tenian los pacientes al
participar del estudio (mediana de 6 afios), la diferencia de 4 afios podria corresponder
a un retraso en el diagnostico de la DPA. Un estudio realizado en Argentina encontro
datos similares en pacientes con CVID y SAD, observaron un promedio de 4 a 5 afios

entre el inicio de las infecciones y el diagndstico (93).

Por otra parte, en 5/10 pacientes con deficiencias de anticuerpos se observo un
antecedente familiar relacionado a IDPs, como tener hermano/a con infecciones
recurrentes y muerte infantil temprana, al respecto puede mencionarse que la historia
familiar en pacientes afectados por estas patologias puede revelar consanguinidad en
los padres, muertes infantiles tempranas inexplicables en la familia o aparicion de

sintomas similares en los miembros de la familia, lo cual es importante para el rapido
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reconocimiento de los trastornos genéticos, sin embargo, muchas mutaciones pueden
ser nuevas y los antecedentes familiares no son necesariamente positivos, incluso si

hay un defecto genético (2).

Las infecciones mas frecuentes en los pacientes con SAD fueron los abscesos
y las adenopatias, no obstante, también se documento en ellos la presencia de otras
infecciones como las del tracto respiratorio superior, sinusitis, entre otras, ademas, se
observd en ambos la presencia de alergia e infeccidn severa. Los pacientes afectados
por SAD son altamente susceptibles a infecciones severas del tracto respiratorio con
bacterias encapsuladas (94), y la prevalencia de alergia, principalmente asma y rinitis
estd incrementada en esta deficiencia (27). En un trabajo publicado recientemente,

reportaron 62 casos de SAD y 59/62 tenian asma y/o rinitis alérgica (95).

Por otra parte, un estudio realizado en Chile por Quezada et al. (67), reportd
8/20 pacientes con SAD; en todos se observo neumonia recurrente, asma y la edad al
diagndstico varié de 3 a 11 afios. Sin embargo, se han reportado otros espectros
clinicos para SAD, asi, Bucciol et al. 2019 (49) reportaron 18/94 pacientes con SAD,
y si bien la mayoria presentd infecciones respiratorias, tres adultos manifestaron

candidiasis mucocutanea cronica y otro paciente presentd hepatitis granulomatosa.

5.6 Caracterizacién de pacientes pediatricos con infecciones recurrentes en

cuanto a su estado previo de inmunizacion con PCV

Rose et al. 2013 (34), evaluaron pacientes con y sin historial de haber recibido
PCV y observaron que los niveles de anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion
fueron superiores en los pacientes inmunizados. También se ha reportado que la
vacunacion previa con PCV afecta la respuesta de anticuerpos a la PPV23 por un
proceso denominado de “cebado”, mecanismo del cual aun no se tiene mucha
informacion (96). Por otra parte, se ha demostrado que los anticuerpos producidos por
vacunas neumocaocicas persisten por mas de 4 a 5 afios después de la administracion
de la PCV (97,98).

A diferencia de estos datos reportados, en este estudio no se observo diferencia

significativa entre los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo segun dosis de
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PCV, tampoco hubo diferencias segun tiempo transcurrido desde la Gltima dosis, por
tanto, el estado previo de inmunizacién con PCV probablemente no afecto los niveles
de anticuerpos anti-neumococo en esta serie de nifios, no obstante, debe considerarse
que se observd una importante variacion de los niveles de anticuerpos anti-neumococo
en cada grupo y que el numero de pacientes por grupo fue muy reducido. El reducido
tamafo de la muestra evaluada, y principalmente, la determinacion de una respuesta
anti-neumococo global, podrian representar una limitacion para no haber observado
diferencias significativas, o bien, las caracteristicas propias de la poblacién evaluada
que fue de nifios con infecciones recurrentes, a diferencia de lo reportado previamente

donde evaluaron poblacion de nifios sanos.

5.7 Diagndstico y manejo terapéutico de los pacientes con respuesta anti-

neumococo deficiente

Las opciones de estrategias terapéuticas para pacientes con diagnostico de SAD
estan mayormente basadas en la experiencia clinica (45) y expertos recomiendan lo
siguiente: profilaxis con antibidticos; manejo agresivo de otras condiciones como el
asma, la rinitis alérgica y la rinosinusitis cronica; vigilancia incrementada y terapia
apropiada con antibioticos para las infecciones; inmunizacion con PCV y el reemplazo

con inmunoglobulina humana intravenosa (24).

Cada paciente que particip6 de este estudio, una vez completadas las pruebas
de laboratorio, fue derivado a consulta con un médico especialista en IDPs (IMT —
MSPyBS). El diagnostico establecido en los pacientes con respuesta anti-neumococo
deficiente fue, CVID en una de ellas y SAD en la otra paciente con niveles séricos de
anticuerpos anti-neumococo inferior a 110 mg/L, ambas iniciaron tratamiento con
inmunoglobulina humana intravenosa. En el tercer paciente que fue definido como un
caso de SAD en este estudio, con incremento de sus niveles de anticuerpos anti-
neumococo post/pre-inmunizacion inferior a dos, se indicd la realizacion de
anticuerpos anti-serotipo para definir el diagndstico y tomar la decision terapéutica en

base a los resultados.

Finalmente, cabe mencionar que todos los nifios participantes fueron

inmunizados con PPV23 con fines diagnosticos, no obstante, esta vacuna les
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proporciond proteccion contra otros serotipos del neumococo no contenidos en la
PCV10 0 PCV13, lo que representd un beneficio adicional. Este beneficio es de mucha
importancia para los 8 pacientes con una DPA diferente a SAD, ya que se recomienda
que nifios en riesgo, como la presencia de una inmunodeficiencia congenita, reciban
inmunizacion con PPV23 después de finalizar sus series con PCV, debido que se trata

de grupos mas susceptibles a infeccion neumocdcica invasiva (31).

5.8 Limitaciones del estudio

5.8.1 Tamano de la muestra

La situacion sanitaria del pais debido a la pandemia del coronavirus afecto el
reclutamiento de pacientes del presente estudio; en el periodo 2019 se reclutaron 35
pacientes, sin embargo, en el afio 2020 solo 9 pacientes fueron reclutados, por lo que
no fue posible alcanzar el tamafio de muestra planteado de 61 pacientes. El reducido
tamafio de muestra representaria una causa importante de la baja frecuencia de SAD,
ya que la inclusion de mas pacientes permitiria detectar méas casos, ademas, pudo
afectar la inferencia estadistica respecto a los niveles de anticuerpos anti-neumococo
segun la edad, dosis previas de PCV y tiempo transcurrido desde la ultima dosis; es
una posibilidad que al aumentar el tamafio de muestra se observen diferencias

significativas en algunas de estas variables.

5.8.2 Determinacion de una respuesta anti-neumococo global y no

especifica de serotipos

El estudio de anticuerpos anti-serotipo frente al neumococo no estd aln
disponible en el pais, y en el presente trabajo, el ELISA OMS (gold standard) no pudo
ser implementado debido a su elevado costo y dificultad de aplicacidon, ya que se trata

de un ELISA a ensamblar y estandarizar para cada serotipo.

La baja frecuencia observada de SAD en este estudio, pudo deberse a la
determinacion de una respuesta global y no especifica de serotipos, ya que se describe
una baja sensibilidad para el ensayo de ELISA global (24,46). Por otra parte, en un
paciente definido como caso de SAD, no fue posible establecer el diagnostico de la

deficiencia segun criterio del médico tratante y se sugirio la determinacion de los

74



anticuerpos anti-serotipo, lo cual constituy6 una limitacion de este trabajo. Ademas,
los pacientes con respuesta global anti-neumococo normal de este estudio, y
especialmente aquellos con historia clinica muy sugerente de SAD, deberian ser
evaluados con los métodos especificos de serotipos para detectar o descartar la
deficiencia.

5.8.3 Criterios para respuesta deficiente de anticuerpos anti-neumococo

El principal criterio de niveles séricos post-inmunizacion <110 mg/L fue
reportado para poblacion adulta. Una paciente de este estudio con nivel sérico post-
inmunizacién de 113,9 mg/L (Anexo 4) corresponderia a un caso de SAD si el punto
de corte para nifios fuese superior a 110 mg/L; otros tres pacientes con valores entre
173,5y 175,1 (Anexo 4) probablemente no se verian afectados ya que estos niveles se
encuentran mas alejados de 110 mg/L. Si el punto de corte fuese inferior a 110 mg/L,
las dos pacientes con respuesta deficiente anti-neumococo continuarian siendo
definidas con dicha respuesta, ya que sus niveles resultaron muy inferiores al punto de
corte utilizado.

El criterio de incremento post/pre-inmunizacion inferior a dos fue aplicado a
tres pacientes; si este punto de corte fuera mayor en nifios, dos de estos pacientes serian
definidos como SAD, ya que presentaron un incremento igual a 2 (Anexo 4). El
paciente ya definido con la deficiencia solo se veria afectado si el punto de corte fuera
inferior a 1,5. Se necesitan realizar estudios de comparacion entre el ELISA global
con el ELISA OMS o con los ensayos multiplex, de modo a obtener un valor de corte
para SAD en poblacion pediatrica con infecciones recurrentes.
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6. CONCLUSIONES
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6.1 Conclusiones y perspectivas del estudio
6.1.1 Conclusiones

o Se detectaron dos casos de SAD en pacientes con respuesta deficiente de
anticuerpos anti-neumococo y niveles séricos normales de inmunoglobulinas.

o Los niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion
aumentaron significativamente, excepto en dos pacientes con niveles inferiores a 110
mg/L, y un paciente presento incremento post/pre-inmunizacion inferior a dos.

o Se observd una importante variacion de los niveles de anticuerpos anti-
neumococo en los grupos, constituidos por reducido nimero de pacientes, segin edad
y estado previo de inmunizacion con PCV, sin diferencias significativas entre grupos.
o Se encontrd hipogamaglobulinemia de IgA y/o IgG, detectandose 4 casos de
DIgG, 3 casos de DIgA y una CVID con respuesta anti-neumococo deficiente.

o Niveles reducidos de subclases de 1gG se observaron en la paciente con CVID
y en dos pacientes con DIgG, pero ninguno correspondio a una deficiencia se subclases
segun los criterios utilizados.

o Se determind una frecuencia de 4,8% (2/42) para SAD y la deficiencia de
anticuerpos mas frecuente fue la DIgG (4/42; 9,5%)

o Predominaron las infecciones respiratorias recurrentes, reiterando la
importancia de sospechar una DPA en nifios con estas infecciones, ademas, se observé
una diferencia aproximada de 4 afios entre el inicio de infecciones y el diagndstico,
por lo que seria necesario difundir el conocimiento sobre estas deficiencias entre
médicos pediatras locales para una sospecha clinica y diagndstico oportunos.

o Se aportaron los primeros datos sobre SAD en Paraguay e informacion de los
niveles séricos de anticuerpos anti-neumococo pre y post-inmunizacion con PPV23.
Ademas, este trabajo fue el inicio del proceso de implementacion de la metodologia
diagnostica para SAD, la cual ain no estaba disponible en el pais y podra ofrecerse

posteriormente como un nuevo servicio diagnostico.
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6.1.2 Perspectivas

Este estudio tiene como proyeccion aumentar el tamafio de muestra con el
proposito de detectar mas casos de SAD, de modo a determinar una frecuencia mas
precisa de la deficiencia en nifios con infecciones recurrentes de nuestro medio, y una

mejor caracterizacion clinica e inmunologica de los pacientes afectados.

Otra perspectiva es evaluar los anticuerpos anti-neumococo por serotipos
mediante el ensayo multiplex, utilizando el equipo de tecnologia Luminex™ ya
disponible en el 1ICS. Los resultados de anticuerpos anti-serotipo podran ser
comparados con los del ELISA global de este estudio, para establecer un punto de
corte para anticuerpos post-inmunizacion en nifios, lo cual ser4 de mucha utilidad para

laboratorios clinicos de rutina que utilizan el ELISA global para detectar SAD.

Una vez establecido dicho punto de corte, se estaria concluyendo el proceso de
implementacién de la metodologia diagndstica para SAD y podra ser ofrecida a la
comunidad como un nuevo servicio diagnostico, sencillo de aplicar y de bajo costo.
Esto permitird fortalecer la deteccion de SAD en Paraguay, una deficiencia cuyo
diagnostico temprano es sumamente importante para iniciar un tratamiento oportuno,
disponible y gratuito en el pais, el cual reduce la frecuencia y severidad de las
infecciones mejorando la calidad de vida del paciente.
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8.1 Anexo 1
UNIVERSIDAD NACIONAL DE ASUNCION
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA

CUESTIONARIO DE INVESTIGACION

Proyecto: “Deteccion de deficiencia de anticuerpos especificos mediante la
evaluacion de la respuesta anti-neumococo en pacientes pediatricos con infecciones

recurrentes”

IMPORTANTE: Toda la informacion contenida en este cuestionario es estrictamente

confidencial y su uso es exclusivo para el propésito de este proyecto.

Fecha: .......................... (dd/mm/aa) Cuestionario N°:..............

DATOS PERSONALES (Informacién que sera manejada s6lo por el entrevistador e

investigador principal)

1. Identificacion del PaCIENTE: ... ....ouiiiti e
2. Identificacion del responsable del menor: ...... ...
3. N° de teléfono para contacto (celular/linea baja): ........ccocooeiiineiniiiic e

4. Nombre del medico solicitante/tratante (hospital/otro dato): ...........cccceevveieiievvenenne

DATOS DEMOGRAFICOS

5.BEdad: ... anos
6. Sexo: Femenino Masculino
7. Procedencia: Asuncién Central Interior

Especificar ciudad/Departamento: .......................

8. Situacion educativa actual (para nifios en edad escolar):

Asiste normalmente a la escuela/colegio Ausencias frecuentes

Abandono la escuela/colegio Especificar el motivo: ...................
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DATOS CLINICOS: Marcar con una X segun la respuesta sea, 1. Si 2.No

9. Presencia de 2 veces 0 mas en un afo de las siguientes manifestaciones clinicas:

Sintomatologia clinica 1.Si [2.No

Infecciones del tracto respiratorio superior (amigdalitis, faringitis y/o
laringitis)

Infecciones del tracto respiratorio inferior (bronquitis y/o neumonia)

Infecciones del oido (otitis) y/o de senos paranasales (sinusitis)

Inflamacidn/infeccion de ganglios (linfadenitis)

Infeccidn de piel con/sin absceso (forunculosis — “granos con pus”)

Infecciones graves de tipo sepsis, meningitis, osteomielitis y/o absceso de

6rganos (en al menos una ocasion)

Infecciones gastrointestinales (diarrea) y/o urinaria

Uso de antibi6tico intravenoso y/u hospitalizacion (en al menos una ocasion)

Episodios de fiebre sin etiologia (causa - foco) determinada

* En caso de respuestas afirmativas, especificar encerrando la/s palabra/s que corresponda/n.
10. Presenta el paciente alguna enfermedad autoinmune diagnosticada? 1. Si 2. No
Artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, diabetes

mellitus, otra. (Encerrar)

11. Presenta el paciente diagnostico de alguna enfermedad alérgica? 1.Si 2. No

Asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, alergia a alimentos, otra. (Encerrar).
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12. Existe en la familia los siguientes antecedentes?

Antecedente familiar 1.Si |2.No

Consanguinidad

Muerte infantil temprana (primeros 2 afios de vida)

Algun caso diagnosticado de inmunodeficiencia primaria

Hermano/a con infecciones recurrentes

Madre/padre y/o hermanos/as con enfermedad alérgica

Madre con enfermedad autoinmune (lupus, artritis reumatoide,

esclerosis maltiple, otro)

* En caso de respuestas afirmativas, especificar encerrando la/s palabra/s que corresponda/n

COMPLETAR LOS ESPACIQOS (Otras variables clinicas)

13. Edad de inicio de las infecciones (mencionadas en el item 9): ..................

14. NUmero (aproximado) de infecciones en un afio: ..................

15. Tipo de infeccion més frecuente: ........................

16. Numero (aproximado) de hospitalizaciones en un afio: ..................

17. Dias (aproximado y en promedio) de hospitalizacion: ...................

18. Numero de veces que ha ingresadoa UTIL: ........................

19. Actualmente ¢presenta el paciente algin diagnostico confirmado o sospecha?
FA O U T | SRR

20. Se encuentra actualmente recibiendo algun tratamiento? ¢Cual?..............cccccveeneee.
21. Datos de esquema de vacunacién anti-neumocdcica (segln registro de vacunacion

del paciente):

Fecha Edad Dosis Vacuna (PVC, PPV23)
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8.2 Anexo 2

Valores de referencia para inmunoglobulinas séricas segun el fabricante de las

placas de inmunodifusion radial (Diffu-Plate, Biocientifica S.A, B.A - Argentina)

Rango de edad* IgA (mg/dL) 19G (mg/dL) IgM (mg/dL)
1-2 22 -130 350 - 1200 18 - 107
2-3 26 - 150 530 - 1220 20-108
3-9 30 - 240 610 - 1380 20134
9-15 60 - 300 630 - 1400 30148
> 15 90 - 310 710 - 1520 40 — 250

*: en afios; mg/dL: miligramos por decilitro; >: mayor a

Valores de referencia para subclases de 1gG séricas segun el fabricante de las

placas de inmunodifusion radial (Grupo Binding Site Ltd., Birmingham - UK)

Rango de edad* 1gG1 (mg/L) 19G2 (mg/L) 1gG3 (mg/L) 1gG4 (mg/L)
2-4 3150 - 9450 360 - 2250 173 - 676 10 - 537
4-6 3060 - 9450 605 - 3450 99 - 1221 18 - 1125
6-8 2880 - 9180 440 - 3750 155 — 853 4 -992
8-10 4320 - 10200 720 - 4300 127 — 853 19 - 932
10-12 4230 -10600 760-3550  173-1730 16 - 1150
12 -14 3420 - 11500 1000 - 4550 283 - 1250 37 - 1360
14-18 3150 - 8550 640 - 4950 230 - 1960 110 - 1570

*: en afios; mg/L: miligramos por litro.
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8.3 Anexo 3

HOJA INFORMATIVA DEL PROYECTO:

Proyecto de_investigacion: “Deteccion de deficiencia de anticuerpos especificos

mediante la evaluacion de la respuesta anti-neumococo en pacientes pediatricos con

infecciones recurrentes’.

Investigador principal: B.C. Diana Sanabria, Instituto de Investigaciones en Ciencias

de la Salud (lICS) - UNA. Departamento de Inmunologia. Teléfono de contacto:
(0986) 440 810.

PROPOSITO Y BENEFICIO (de forma verbal y escrita)

Propdsito: Identificar casos de una enfermedad Ilamada deficiencia de anticuerpos
especificos (SAD) que afecta las defensas del nifio, es decir, su cuerpo no se defiende
adecuadamente frente a las infecciones, sobre todo de una bacteria llamada
neumococo, la cual puede causarle infecciones recurrentes del pulmoén (neumonias),
del oido (otitis), entre otras, por ello es muy importante conocer si el paciente produce
anticuerpos (defensas) contra esta bacteria, antes y después de recibir una vacuna
Ilamada PPV23 (Pneumo 23), la cual necesitamos aplicarle al nifio como parte de un
protocolo utilizado internacionalmente para diagnosticar dicha enfermedad, al mismo
tiempo, se estara brindando al nifio proteccion frente a 23 tipos del neumococo, una
bacteria muy comdn en la comunidad como causante de infecciones graves. Es muy
importante realizar este estudio a un paciente con infecciones recurrentes, para poder
diagnosticar lo antes posible esta enfermedad, de manera a que el paciente pueda

recibir un tratamiento que mejore su calidad de vida.

Beneficio: el estudio serd gratuito y los resultados seran entregados en un tiempo
maximo de 6 (seis) semanas, ya que debemos vacunarlo y medir de nuevo sus
anticuerpos 4 semanas después. La vacunacion también serd gratuita, ya que se

realizara en el hospital publico donde el nifio sea evaluado por el médico especialista.
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Con estos resultados, el medico podra descartar o establecer una deficiencia de su
sistema inmune y en caso de confirmarse, el nifio podra recibir un tratamiento que
mejorara la frecuencia y la gravedad de sus infecciones. Los riesgos son la extraccion
de sangre (3 mL) y la vacunacion, que seran realizados con técnicas seguras y por
personal capacitado. El nifio podria eventualmente presentar después de la vacunacion
manifestaciones leves como hinchazon en el sitio, fiebre, dolor de cabeza, fatiga, para
controlar y minimizar estos efectos, el médico ya proveera las medidas necesarias en

el momento de indicar la vacuna.

INFORMACION ADICIONAL (de forma verbal y escrita)

Participacion voluntaria: Queda claramente establecido que, la participacion del
menor a su cargo en este estudio es totalmente voluntaria, Usted es libre de negarse a
participar, asi como de rehusarse a responder cualquier pregunta. Puede solicitar
informacidn en cualquier momento del estudio, teniendo derecho a recibir respuestas

que satisfagan sus inquietudes.
Confidencialidad: La informacion recolectada en el estudio sera manejada

unicamente por los investigadores. Todos los datos de Usted y el menor seran

resguardados con absoluta confidencialidad.
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8.4 Anexo 4

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de_investigacion: “Deteccion de deficiencia de anticuerpos especificos

mediante la evaluacién de la respuesta anti-neumococo en pacientes pediatricos con

infecciones recurrentes’.

Investigador principal: B.C. Diana Sanabria, Instituto de Investigaciones en Ciencias

de la Salud (lICS) - UNA. Departamento de Inmunologia. Teléfono de contacto:
(0986) 440 810.

Declaracién del responsable del menor (padre, madre o tutor)

YO , acepto voluntariamente y autorizo mediante este
documento, la participacidn del menor a mi cargo en este proyecto de investigacion
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado, he recibido todas las
explicaciones pertinentes a este estudio y todas mis preguntas han sido contestadas.
Entiendo que se extraerd 3 ml de sangre al nifio sin riesgo alguno, para la realizacion
de los estudios que ya me han explicado, y que luego se le aplicara la vacuna
neumocacica 23-valente por personal capacitado.

Entiendo que, una vez entregados los resultados, los investigadores me proporcionaran
una cita para que el menor sea atendido por un profesional médico especialista en
inmunodeficiencias primarias, quien sera el encargado de descartar o establecer un

diagndstico, asi como, de prescribir el tratamiento adecuado en caso que corresponda.

Autorizo la extraccion de sangre del menor a mi cargo y, en la misma fecha, la
aplicacion de la vacuna neumocécica PPV23: .S ...No
Autorizo que la muestra de sangre del nifio sea conservada para la realizacion posterior

de estudios relacionados al tema investigado: ...Si ...No
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El menor, de 8 afios de edad o mas, ha manifestado su asentimiento: ...Si  ...No

Nombre del participante Firma y aclaracion del responsable del menor
Fecha: ............. CIN®: .,

Declaracion del investigador

He brindado al responsable del menor toda la informacion pertinente al proyecto y
respondido todas las preguntas realizadas respecto a este estudio. Asumo el
compromiso de comunicar cualquier informacion que sea de caracter importante y

urgente para la salud del paciente.

Firma y aclaracion del investigador

Fecha: ..c.............. CIN°® ..........
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8.5 Anexo 5

Datos de edad, sexo y niveles séricos de anticuerpos de los 42 pacientes

pediatricos con infecciones recurrentes evaluados en el estudio

IgA [s[€ IgM Anti- Anti-  Post/ Dosis
N° Edad Sexo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) neumo* neumo** pre PCV
1 2 M 65,6 686,6 120,3 52,9 227,9 4,3 3
2 4 M 16,9 841,8 159,7 88,0 340,9 3,8 2
3 5 F 138,4 950,1 146,2 73,5 408,6 55 3
4 17 F 203,4 881,5 213,5 7,6 377 49 sd
5 7 F 8,6 316,2 47,4 28,8 53,4 1,8 2
6 4 F 64,9 737,3 96,2 92,6 315,0 3,4 3
7 6 M 146,5 948,1 102,3 77,1 398,1 51 3
8 11 F 58,4 789,1 90,4 88,1 276,1 3,1 sd
9 8 F 130,3 686,6 241,8 49,9 412,7 8,2 3
10 16 M 108,8 950,1 180,8 164.5 341,7 2,0 sd
11 2 F 31,5 588,1 146,2 74,7 309,5 4,1 3
12 3 M 85,8 841,8 173,7 32,8 281,2 8,5 4
13 6 F 171,9 895,5 108 18,7 260,0 13,9 3
14 4 M 45,8 895,6 96,2 25,4 3254 12,8 3
15 4 M 107,2 540,3 96,2 17,5 2133 12,1 3
17 13 M 111 1238,3 141 1604 247,1 15 sd
18 4 F 57,4 950,1 166,6 2,3 1735 77,1 3
19 6 M 255,4 12989 146,1 27,5 224.8 8,1 3
20 10 F 133,2 737,3 120,3 20,9 113,9 54 sd
21 2 F 16,3 524,5 103 44,3 261,5 59 3
22 5 M 94,2 997,5 190,2 57,6 258,6 4.4 3
23 2 M 48 673,3 68,9 33,4 271,5 8,1 3
24 4 F 102,5 830,6 331,5 38,8 280,5 7,2 3
25 3 F 40,9 724,5 147,7 17,2 313,0 18,1 3
26 2 F 34 777,1 1344 9,4 223,7 23,8 3
27 8 F 94,2 430,6 228,5 168,7 348,2 2,0 3
28 2 M 34 830,6 1215 25,1 351,7 14,0 3
29 6 M 156 673 220,7 78,5 459,3 5,8 3
30 5 M 128,5 940,8 127,9 49,2 236,9 4,8 3
31 7 F 175,3 885,2 182,8 73,1 452,6 6,1 3
32 5 M 86 524,5 109,1 55,3 394,6 7,1 4
33 5 F 102,5 940,8 269,6 16,2 337,2 20,7 3
34 2 M 40,9 885,2 161,4 42,1 252,9 59 3
35 5 M 156 1553,1 1279 53,0 347,6 6,5 2

98



IgA 19G IgM Anti- Anti-  Post/ Dosis
N° Edad Sexo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) neumo* neumo** pre PCV
36 8 F 94,2 997,5 190,2 8,3 1745 20,9 2
37 2 M 40,9 940,8 134,4 13,8 1750 12,6 2
38 3 M 34 830,6 127,9 70,1 423,5 6,0 3
39 17 M 82,1 1234,2 1215 37,5 411,2 10,9 sd
41 10 M 78,1 908 131 64,3 391,7 6,09 sd
42 2 F 27,3 192,3 59,3 20,9 4273 20,3 3
43 4 M 40,9 1074 53,6 13,6 259,9 19,0 3
44 17 F 329,6 963 104 67,7 263,2 3,8 sd

M: masculino; F: femenino; *: anticuerpos anti-neumococo pre-inmunizacion en mg/L; ™: anticuerpos

anti-neumococo post-inmunizacion en mg/L; Post/pre:

incremento  post/pre-inmunizacion de

anticuerpos anti-neumococo; PCV: vacuna polisacarida neumocécica conjugada; sd: sin dosis previas
de PCV. En color gris, los valores de anticuerpos pre-inmunizacion inferiores a 27,5 mg/L y los valores
post-inmunizacién de pacientes que podrian verse afectados por los puntos de corte utilizados;
subrayados, los valores pre-inmunizacion superiores a 110 mg/L; en negritas y subrayados, las tres

respuestas deficientes de anticuerpos anti-neumococo post-inmunizacion.
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