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Introduccion. Streptococcus pneumoniae es causante de gran morbimortalidad en nifios pequefios y
ancianos. Sin embargo, en Colombia no esta disponible una prueba que evalle la respuesta humoral
a la vacunacién especifica contra este microorganismo.

Objetivo. Estandarizar en Colombia un ensayo inmunoenzimatico para evaluar los niveles séricos de
anticuerpos IgG contra diez serotipos de S. pneumoniae en respuesta a la vacunaciéon especifica y
caracterizar esta respuesta en individuos sanos de nuestra poblacién.

Materiales y métodos. Se hizo un ELISA en fase soélida utilizando como antigenos los polisacaridos
capsulares 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18, 19F y 23F de S. pneumoniae.

Resultados. Los sueros de referencia y control reaccionaron fuertemente contra los polisacaridos
evaluados, especialmente contra 14 y 19F. En los cinco nifios sanos evaluados, los polisacaridos 5 y
19F presentaron los mayores titulos antes de la vacunacion. Antes de la vacunacién en los nifios, y
antes y después de la vacunacion en los adultos, los polisacaridos 14 y 19F reaccionaron fuertemente.
Para todos los polisacaridos, excepto para el 5, existe una relaciéon inversa entre titulos altos de
anticuerpos IgG antes de la vacunacién y la razén de incremento de los titulos después de la misma.

Conclusion. Esta prueba ELISA cuantifica de forma confiable los niveles de IgG sérica contra diez
serotipos de S. pneumoniaey, de acuerdo con los resultados obtenidos en individuos sanos de nuestra
poblacién, en este trabajo se validan los parametros internacionales para considerar adecuada la
respuesta a la vacuna 23-valente contra este microorganismo.

Palabras clave: prueba ELISA, inmunoglobulina G, polisacaridos, Streptococcus pneumoniae, suero,
vacunas neumocdécicas.

An immunoenzymatic test for IgG antibody levels against 10 serotypes of Streptococcus
pneumoniae

Introduction. Streptococcus pneumoniae is a major cause of morbi-mortality in early childhood and
elderly. However, a test to measure the antibody responses after specific vaccination is not available
in Colombia.

Objective. An immunoenzymatic test was standardized for the measurement of serum IgG levels
against 10 serotypes of S. pneumoniae in response to the specific vaccination.

Material and methods. Capsular polysaccharides 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18, 19F, 23F of S. pneumoniae
were used as antigens in a solid-phase ELISA. These responses were characterized in a randomized
selected healthy individuals from a Colombian population.

Results. The reference and control sera showed great reactivity against all the polysaccharides
evaluated, especially against polysaccharide 14 and 19F. The lowest reactivity in these two sera was
observed against polysaccharide 3 and 4. Among the children evaluated, polysaccharide 5/19F showed
the highes pre-vaccination reactivity, and polysaccharide 14/19F showed the highest post-vaccination
reactivity. Among the adults, polysaccharides 14 and 19F showed the greatest reactivity pre- and post-
vaccination. For all the polysaccharides (excepting polysaccharide 5), an inverse association among
high polysaccharide-specific pre-vaccination- and the increase of post-vaccination-IlgG levels was
observed.
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Conclusion. This ELISA test reliably quantifies the serum levels of specific IgG against 10 serotypes
of S. pneumoniae. According to the responses by healthy individuals, the current study validates
parameters used internationally as an adequate the response to the 23-valent pneumococcal vaccine.

Keywords: Enzyme-linked immunosorbent assay, immunoglobulin G, polysaccharides, Streptococcus

pneumoniae, serum, pneumococcal vaccines.

Streptococcus pneumoniae es un microorganismo
que comprende mas de 90 serotipos segun la
estructura de sus polisacaridos capsulares (1).
Es mundialmente conocido por ser una causa
importante de morbimortalidad, puede producir
desde un compromiso leve de las vias respiratorias
superiores hasta otitis media, neumonia,
bacteriemia y meningitis (2).

Este microorganismo es causa del 30 a 60 % de
los casos de otitis media aguda en todo el mundo
(3). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que 1,6 millones de personas, que incluyen
aproximadamente 1 millén de niflos menores de
cinco afios, mueren por enfermedad neumococica
invasiva anualmente, y los paises en desarrollo
son los que aportan el mayor nimero de casos.

En Colombia, para el afio 2006, el Ministerio de
la Proteccion Social estimé en 8 a 10 mil casos
anuales de enfermedad grave por S. pneumoniae
y alrededor de 700 muertes en menores de dos
anos. En mayores de 60 afos, se estimé que
ocurrian alrededor de 1.500 casos de enfermedad
neumococica invasiva y 6.000 neumonias por
S. pneumoniae cada afo (De la Hoz F, Alvis N,
Narvaez J, Orozco J. Evaluacién del impacto
epidemioldgico y economico de la introduccion de
la vacuna del neumococo en Colombia. Infectio.
2008;12(Supl.1):90). A septiembre de 2011, el
Instituto Nacional de Salud confirmé 75 casos de
meningitis por S. pneumoniae en todo el pais (4).

Por su parte, Castafeda, et al., identificaron 61
serotipos diferentes de S. pneumoniae en el pais,
con los serotipos 14, 1 y 6B como los principales
causantes de neumonia en nifios (5).

Actualmente, existen tres vacunas contra S.
pneumoniae disponibles en Colombia. La vacuna
23-valente no conjugada contiene los polisacaridos
purificados de 23 serotipos de S. pneumoniae. Se
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calcula que estos serotipos causan el 88 % de las
enfermedades por este microorganismo (6). La
eficacia de esta vacuna en los adultos jovenes es
de casi el 80 %, con una prevencion de 60 a 70
% de las infecciones neumocécicas y del 90 % de
las enfermedades neumocdcicas invasivas (7).
Mas de 80 % de los adultos sanos que la reciben
desarrollan anticuerpos contra los serotipos
presentes en la vacuna, aproximadamente dos
a tres semanas después de la vacunacion. Los
niveles de anticuerpos persisten por cinco afnos,
pero pueden declinar mas rapidamente en ancianos
e individuos inmunodeficientes (8).

Otra de las vacunas disponibles en el mercado
contiene siete de los serotipos mas prevalentes de
S. pneumoniae unidos por enlaces covalentes a
una variante no toxica de la toxina diftérica (vacuna
conjugada), por lo cual se generan anticuerpos por
medio de respuestas inmunitarias dependientes de
linfocitos T. Esta vacuna fue incluida recientemente
en el programa oficial de inmunizaciones en
Colombia y se emplea en niflos menores de
dos afios, los cuales presentan una deficiencia
fisiologica transitoria para inducir respuestas de
tipo T independiente.

En tercer lugar, hace aproximadamente un afio
se aprobd en nuestro pais la vacuna conjugada
13-valente, indicada para la prevencion de la
enfermedad invasiva, neumonia y otitis media en
lactantes y nifios de dos meses a cinco afos de
edad (9).

Para la evaluacién de los anticuerpos especificos
contra S. pneumoniae, la OMS sugiere un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) basado en
los serotipos incluidos en la vacuna 23-valente
(10). Al comparar los niveles de anticuerpos IgG
contra los polisacaridos evaluados, se deben
tener en cuenta principalmente tres aspectos: que
los titulos después de la vacunacién alcancen un
nivel superior a 1,3 pg/ml; que se incremente, al
menos, cuatro veces el valor determinado antes de
la vacunacién, y que se alcance el nivel protector
después de la vacunacion contra 50 % o mas de
los polisacéridos evaluados en nifios de dos a cinco
afios o contra 70 % o mas de estos polisacaridos
en nifios mayores de seis afos y adultos (11).
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Esimportante sefialar que, apesarde laimportancia
epidemiolégica de este microorganismo, en
Colombia no esta disponible esta prueba para
evaluar la respuesta a la vacunacion especifica.
Esta evaluacion es necesaria en la poblacion
general para determinar la efectividad de los
esquemas de vacunacién. No obstante, una de las
mayores indicaciones clinicas pararealizarlasonlos
pacientesconalgunasinmunodeficienciasprimarias
ya diagnosticadas o con sospecha de defectos en
la respuesta inmunitaria humoral. Por ejemplo, se
sabe que los individuos con sindrome de Wiskott-
Aldrich, sindrome de hiperinmunoglobulinemia E,
ataxia-telangiectasia, inmunodeficiencia comun
variable o asplenia congénita, entre otros,
presentan defectos en la produccién de anticuerpos
contra antigenos T independientes y muestran
una respuesta defectuosa a la vacuna 23-valente
contra S. pneumoniae.

Ademas, existe una condicion denominada defi-
ciencia de anticuerpos especificos, en la que
existen defectos en la produccion de anticuerpos
contra antigenos T independientes con niveles de
inmunoglobulinas totales normales. Wasserman,
et al., estiman que 5 a 10 % de los nifios referidos
para evaluaciéon inmunoldgica por infecciones
recurrentes sufren de esta deficiencia (12). Aunque
no se ha logrado establecer la causa genética de
este defecto, su diagnédstico oportuno es vital para
brindar un adecuado manejo clinico al paciente.

Por otra parte, la medicion de los niveles de
anticuerpos contra S. pneumoniae seria de gran
utilidad en la evaluacion de la respuesta a la
vacunacién especifica en otras personas muy
propensas a la infeccion por este microorganismo,
tales como nifios, ancianos, individuos inmuno-
comprometidos por otras causas como trasplantes,
e individuos con esplenectomia.

En este trabajo se reporta la estandarizacion de
una prueba ELISA para cuantificar los niveles
séricos especificos de IgG contra polisacaridos
de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18, 19F y
23F de S. pneumoniae, que incluyen también los
polisacéaridos de la vacuna conjugada.

Durante este proceso de estandarizacion, se
prepararon los sueros de referencia y control de
la prueba, y se evaluaron los titulos de IgG, antes
de la vacunacion especifica y después de ella,
en cinco nifios y diez adultos sanos. Los sueros
de referencia y de control local reaccionaron
fuertemente contra todos los polisacaridos evalua-
dos en el estudio, especialmente contra el 14 y el
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19F. La reaccién mas débil se obtuvo contra el 3
y el 4. Por otro lado, todos los individuos sanos
evaluados después de la vacunacion tenian titulos
protectores para siete 0 mas de los polisacaridos
de S. pneumoniae evaluados.

Para todos los polisacaridos, excepto para el 5,
existe una relacion inversa entre titulos altos de
anticuerpos IgG antes de la vacunacion y la razén
de incremento de los titulos después de la misma.
Estos resultados indican que esta prueba ELISA
es una herramienta Gtil para evaluar la respuesta
a la vacunacion especifica contra S. pneumoniae'y
validan los parametros usados internacionalmente
para considerar adecuada la respuesta a la vacuna
23-valente contra este microorganismo.

Materiales y métodos

Recoleccion y preparacion de las mezclas de
sueros

Tanto el suero de referencia como el control local
se prepararon a partir de mezclas de sueros
de seis individuos sanos, un mes después de la
vacunacion. El suero de referencia se tomé de tres
hombres y tres mujeres, en un rango de edad de
23 a 40 anos (mediana de 39,5 anos); el suero
control se tomé de tres hombres y tres mujeres en,
un rango de edad de 20 a 45 afios (mediana de
445 afnos). A los cinco nifios sanos, dos hombres
y tres mujeres en un rango de edad de 3 a 7 afios
(mediana de 7 afos) y diez adultos sanos, cinco
hombres y cinco mujeres en un rango de edad de
20 a 45 anos (mediana de 29 afos), se les tomd
una muestra de suero antes de la vacunacion y
otra muestra un mes después de recibir la vacuna
Pneumo23® (Sanofi Pasteur, Francia). Los sueros
se almacenaron a -20 °C hasta el momento de ser
utilizados.

Todoslosindividuosingresaron a este estudio previa
firma del consentimiento informado. En el caso
de los nifos, sus padres o adultos responsables
aprobaron y firmaron el consentimiento informado.
El trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Sede de Investigacion Universitaria de la
Universidad de Antioquia.

ELISA para medir los niveles de IgG contra
los diferentes polisacaridos de Streptococcus
pneumoniae

Los niveles de anticuerpos IgG especificos contra
los diez serotipos de S. pneumoniae evaluados,
se determinaron mediante un protocolo de ELISA
modificado basado en el descrito por Koskela en
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1987 (13). Este método incluye un paso previo
de doble adsorcion de los sueros usando el PS-C
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) y
el PS 22F (ATCC, Rockville, MD, USA).

Brevemente, se adicionaron cada uno de estos
polisacaridos (ambos a una concentracion final de
50 pg/ml) a las muestras de suero diluidas 1:10 y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Estos sueros diluidos y adsorbidos
se diluyeron, ademads, hasta 1:200 (suero de
referencia y de control, sueros de adultos después
de la vacunacion), 1:50 (sueros de nifios después
de la vacunacién o adultos antes de la vacunacion)
o 1:10 (sueros de nifios antes de la vacunacion),
inmediatamente antes de adicionarse a los platos
de ELISA como muestras problema.

Para practicar el ELISA, los platos de 96 pozos
(MaxiSorp, Nunc, Rochester, USA) se sensibilizaron
con una concentracion previamente establecida de
cada uno de los antigenos polisacaridos (1 a 10
pg/ml; ATCC) diluida en PBS 1X (Gibco, Carlsbad,
California, USA), para incubarse por cinco horas
a 37 °C vy, posteriormente, toda la noche a 4 °C.
Después de un lavado con PBS/Tween 20 al 0,05 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), en los pozos
iniciales de cada uno de los platos se agregaron
100 pl de las diluciones previamente adsorbidas
del suero de referencia y de control, como también
de las muestras problema separadamente y por
duplicado.

Apartir de estos pozos, se hicieron varias diluciones
dobles seriadas, para luego incubar los platos
por 2 horas a temperatura ambiente. Después
de tres lavados con PBS/Tween, se adicionaron
a cada pozo 50 pl de anticuerpo monoclonal
antihumano IgGFc PAN proveniente de ratén (a una
concentracion final de 0,25 pg/ml), conjugado con
peroxidasa de rabano (Hybridoma Reagent Labs,
Baltimore, USA). Después del ultimo periodo de
incubacion por dos horas a temperatura ambiente
y cuatro lavados con PBS/Tween, se adicion6 una
solucion de tetrametil-bencidina (Sigma-Aldrich)
disuelta en solucion tampdn fosfato/citrato (Sigma-
Aldrich), como sustrato de la reaccién enzimatica.
La reaccion se detuvo después de cinco minutos,
adicionando 50 pl de acido sulfurico 2,5 N.

La densidad éptica se leyd a 450 nm en un lector
de ELISA (BioTek Instruments, ELx808, Winooski,
USA).

Para calcular la concentracién de IgG especifica
para cada uno de los polisacaridos, se construyé
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una curva de calibracion con los valores
de densidad Optica del suero de referencia
internacional FDA 89SF (gentilmente donado por
Mila S. Blake, Division of Bacterial, Parasitic and
Allergenic Products, FDA, Rockville, MD) o el suero
de referencia local, segun el caso. Posteriormente,
se hizo una regresion lineal (coeficientes de
correlacién de cada curva mayor de 0,9) usando
el programa Graphpad Prism, version 5.0c para
Mac (GraphPad Software, San Diego, California,
USA), y los resultados del suero de control local y
de los sueros problema se interpolaron en pg/ml de
anticuerpos IgG.

Analisis de las mezclas de suero de referencia
y de control local

Veinte alicuotas del suero de referencia o de
control local se analizaron por medio del ELISA
para detectar IgG contra cada uno de los diez
polisacéridos de S. pneumoniae, usando, como
referencia para construir la curva de calibracion del
ensayo, el suero FDA 89SF o el suero de referencia
local, respectivamente. Los 20 valores de densidad
oOptica obtenidos se convirtieron a concentracion de
IgG. Posteriormente, se calculé la media de estos
20 valores. El rango permitido para cada serotipo
en el suero de control local corresponde a la media
* 2 DE. Este suero se utiliza como control interno
del ELISA en cada ensayo.

Calculos y analisis estadisticos

Para comparar la respuesta antes de la vacunacién
y después de ella contra cada uno de los
polisacéridos evaluados en los 15 individuos
vacunados, se utiliz6 la prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas. Por otra parte, se hizo una
regresion lineal para correlacionar los niveles de
anticuerpos antes de la vacunacion y la razén del
incremento después de la vacunacién. Un valor de
p menor de 0,05 se consider6 significativo.

Resultados

Niveles de IgG contra cada uno de los
polisacaridos de Streptococcus pneumoniae
en los sueros de referencia y de control local

En la figura 1A se presenta la media de la
concentracién de los anticuerpos IgG para cada
uno de los diez polisacaridos de S. pneumoniae
incluidos en este estudio, en los sueros de
referencia y de control local. También, se muestran
los rangos (media = 2 DE) de la concentracion de
IgG anti-S. pneumoniae para el suero de control
local (figura 1B).
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En general, el suero de referencia y el suero de
control local mostraron una buena reaccién contra
todos los polisacaridos evaluados. Los niveles de
anticuerpos 1gG anti-S. pneumoniae fluctuaron
entre 3,75 y 25,71 pyg/ml. En orden creciente, los
niveles de IgG en estos sueros, preparados a partir
de mezclas de sueros de adultos sanos después
de la vacunacion, se distribuyeron asi: anticuerpos
anti-polisacéridos 3, 4, 9V, 6B, 23F, 1, 5, 18C, 14
y 19F, para el suero de referencia, y anticuerpos
anti-polisacéridos 3, 4, 9V, 5, 23F, 1, 19F, 18C, 6B y
14, para el suero de control. Los polisacéaridos 3y 4
tuvieron una reaccién dos a diez veces menor que
los polisacaridos 6B, 14, 18C y 19F, para los cuales
se observaron los mayores niveles de anticuerpos
IgG.

Respuesta de anticuerpos especificos a
la vacuna 23-valente para Streptococcus
pneumoniae en ninos sanos

Luego de analizar los sueros de referencia y de
control local, se evalud la respuesta de anticuerpos
IgG a los 10 polisacaridos de S. pneumoniae
después de la aplicacion de la vacuna 23-valente
en cinco nifos sanos. Los titulos mas bajos de IgG
sérica anti-S. pneumoniae antes de la vacunacion,
se observaron para los polisacaridos 3 y 14 (en
promedio 0,6 y 0,7 pg/ml, respectivamente).

Por otra parte, los polisacaridos 5 y 19F
reaccionaron fuertemente antes de la vacunacion,
en promedio, 1,94 y 3,55 pug/ml, respectivamente.

A B

PS 23F PS 23F
PS 19F 21,5 PS19F
PS 18C 17,63  PS18C
PS 14 18,72  PS14
PS 9V PS 9V
PS 6B PS 6B
PS5 PS5
PS4 PS4
PS 3 PS3
PS 1 PS 1
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Al evaluar el nimero de sueros reactivos a cada
polisacarido, se observé que: ninguno de los
evaluados antes de la vacunacion tenia titulos
protectores para los polisacaridos 9V y 14; cuatro
sueros tenian titulos de IgG protectores contra uno
solo de los polisacéridos 1, 3, 4, 6B; sélo dos sueros
tenian titulos protectores antes de la vacunacion,
especificamente contra el 18C, y ademas, tres
sueros alcanzaron titulos protectores contra los 5
y 23F. Valga la pena anotar que todos los sueros
de los nifios tenian titulos protectores antes de la
vacunacioén contra el PS19F.

Al evaluar la respuesta a la vacuna 23-valente en
este grupo de nifios, se observo que los titulos mas
bajos de IgG sérica eran aquellos contra el PS3
(promedio 2,4 pg/ml) y los mas altos correspondian
a aquellos contralos PS14 y 19F (en promedio, 9,5
y 18,15 pg/ml, respectivamente) (figura 2).

Todos los individuos presentaron una adecuada
respuesta después de la vacunacién, alcanzando
titulos protectores (>1,3 pg/ml) para el 90 % o
mas de los 10 polisacaridos evaluados en este
estudio. Sélo dos de los cinco nifios incluidos,
no alcanzaron un nivel protector de anticuerpos
contra el polisacarido 14. Ademas, se observé un
incremento de cuatro veces los titulos de antes
de la vacunacion para siete 0 mas polisacaridos
evaluados, en cuatro de los cinco nifios.

En conclusién, teniendo en cuenta las edades de
los nifios sanos evaluados, todos cumplian con los

12,22

15,19
17,87
1 21,92

19,61

Figura 1. (A) Concentracion de anticuerpos IgG contra polisacaridos de Streptococcus pneumoniae en el suero de referencia local.
Las barras representan la concentracion media de anticuerpos IgG (ug/ml) para cada polisacarido evaluado. Los valores de las
veinte mediciones en este suero se calcularon con base en la curva de calibraciéon de absorbancia versus concentracién a partir

del suero de referencia 89SF.

(B) Concentracion de anticuerpos IgG contra polisacaridos de Streptococcus pneumoniae en el suero control local. Las barras y
sus respectivos valores representan la media (ug/ml) de las veinte mediciones en este suero para IgG contra los polisacaridos
especificados y las lineas negras representan el rango (media + 2 DE) para cada polisacarido evaluado. Un ensayo se considera
aceptable cuando la concentracién de anticuerpos anti-polisacaridos del suero control se ubica dentro de este rango.
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Figura 2. Titulos séricos de IgG antes de la vacunacioén y después de ella contra cada uno de los 10 serotipos de Streptococcus
pneumoniae evaluados en los cinco nifios sanos. Se presentan los niveles de IgG en pg/ml antes de la vacunaciéon y un mes
después de recibir la vacuna 23-valente contra Streptococcus pneumoniae. Las lineas negras corresponden a cada uno de los nifios
evaluados. La linea roja representa el nivel protector de IgG, 1,3 pg/ml.

parametros de respuesta adecuada a la vacuna
23-valente contra S. pneumoniae.

Respuesta de anticuerpos especificos a
la vacuna 23-valente para Streptococcus
pneumoniae en adultos sanos

En la figura 3 se observan los niveles de IgG contra
cada uno de los 10 polisacaridos de S. pneumoniae
evaluados antes de la vacunacion y después de ella
en los 10 adultos sanos incluidos en este estudio.
En este grupo, los polisacaridos que fueron menos
reactivos antes de la vacunacion fueron los 1y 4
(en promedio 1,6 y 1,2 pg/ml, respectivamente).
Por el contrario, los polisacaridos mas reactivos
fueron los 14 y 19F (en promedio, 7,46 y 4,55 ug/
ml, respectivamente).

Al evaluar el nimero de sueros reactivos a
cada polisacarido antes de la vacunacién, para
el 1 se observaron cuatro de diez sueros con
titulos protectores de IgG; para cada uno de los
polisacéridos 3 y 4, se observaron cinco sueros
con niveles protectores de IgG; para cada uno
de los polisacaridos 6B y 23F, se encontraron
seis sueros con niveles protectores de IgG; para
el polisacarido 18C, se observaron siete sueros
con IgG que alcanzaban un nivel protector; para
los polisacaridos 9V y 14, se encontraron ocho
sueros con titulos de IgG que alcanzaban un nivel
protector y, finalmente, para los polisacaridos 5
y 19F se observo la reaccion mas fuerte, ya que

nueve sueros tenian titulos de IgG mayores de 1,3
pg/ml.

Después de la vacunacién, los titulos de IgG mas
bajos se observaron contra los polisacaridos 3 y 4
(en promedio, 3,78 y 5,94 pg/ml, respectivamente).
Por el contrario, se observaron los titulos mas
altos de IgG contra los polisacaridos 19F y 14 (en
promedio, 24,9 y 19,6 pg/ml, respectivamente).
Todos los adultos sanos incluidos en este grupo
tenian titulos protectores (>1,3 pg/ml) después de la
vacunacion, para el 70 % o mas de los polisacaridos
de S. pneumoniae evaluados, como es de
esperarse para individuos mayores de seis anos.
Los resultados mas heterogéneos se observaron
en los individuos en quienes se incrementaron
cuatro veces los titulos antes de la vacunacion,
puesto que en este grupo se encontraron soélo
dos individuos en quienes se cuadruplicaron los
titulos contra ocho polisacaridos; en tres adultos,
para siete polisacaridos; en dos adultos, para cinco
polisacaridos, después de la vacunacién; y en otros
dos adultos, para cuatro polisacaridos.

Asimismo, se observo que en un adulto se cuadru-
plicaron los titulos después de la vacunacion, solo
para uno de los diez polisacaridos evaluados.
Curiosamente, en tres adultos se presentdé una
considerable disminucién en los titulos después de
la vacunacion, con respecto a aquellos antes de la
vacunacion, para el polisacarido 14. Sin embargo,
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Figura 3. Titulos séricos de IgG antes de la vacunacion y después de ella contra cada uno de los 10 serotipos de Streptococcus
pneumoniae evaluados en los 10 adultos sanos. Se presentan los niveles de IgG en pg/ml antes de la vacunacion y un mes después
de recibir la vacuna 23-valente contra Streptococcus pneumoniae. Las lineas negras corresponden a cada uno de los adultos
evaluados. La linea roja representa el nivel protector de IgG, 1,3 pg/ml.

la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas,
demostrd que los niveles de anticuerpos después de
la vacunacién en el grupo de individuos vacunados
(tanto nifios como adultos) eran significativamente
diferentes a aquéllos antes de la vacunacion, para
todos los polisacéaridos evaluados.

Finalmente, se hizo un analisis de regresion
lineal para comprobar si, tanto en nifios como en
adultos, los titulos altos de anticuerpos antes de
la vacunacion estaban relacionados con un menor
incremento en estos titulos luego de la vacuna 23-
valente.

En la figura 4 se observa la correlaciéon entre el
logaritmo natural de los titulos IgG antes de la
vacunacién para cada polisacarido evaluado y la
razén del incremento de los titulos de IgG después
de la misma. Para todos los polisacaridos, excepto
parael 5, existe unarelacion inversa entre los titulos
altos de anticuerpos IgG antes de la vacunacién y
la razon de incremento de los titulos después de la
misma. El indice de correlacién mayor (R?>=0,797)
se obtuvo al asociar el logaritmo natural de los
niveles de IgG antes de la vacunacion y la razon
del incremento después de la misma, para el
polisacarido 9V.

Teniendo en cuenta estos resultados, se podria
inferir que, por cada unidad en pg/ml que aumenten
los niveles de IgG anti-polisacéarido 9V antes de la
vacunacion, se presenta un incremento de 0,0022
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(antilogaritmo de la pendiente de esta recta) de
estos anticuerpos después de la misma.

Discusion

En este estudio se reporta la estandarizacién de
un ensayo para medir titulos de IgG sérica contra
los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F
de S. pneumoniae, basados en el método descrito

por Koskela en 1987 y modificado en el 2000 para
seguir los lineamientos de la OMS.

Esta entidad establece que las muestras de
suero problema deben ser adsorbidas antes del
analisis con los polisacaridos C y 22F (10). Esta
adsorcion es importante, ya que los polisacaridos
capsulares especificos de serotipo purificados
contienen, aproximadamente, 5 % (en peso)
de polisacarido C contaminante. Entonces, es
necesario neutralizar estos anticuerpos ya que
no son especificos del polisacarido purificado
y, ademds, no sufren opsonizaciéon ni protegen
contra la infeccién neumocécica. Ademas, se ha
reportado que esta infeccion induce la produccion
de anticuerpos contra un epitopo comuin presente
en varios serotipos de S. pneumoniae que no es
adsorbido con el polisacarido C, pero que puede
ser removido usando el polisacarido 22F en
una segunda adsorcion (14). De esta forma, se
logra incrementar la especificidad de la prueba,
especialmente en muestras de suero previas a
la vacunacion, las cuales poseen mayor cantidad
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Figura 4. Graficos de regresion lineal del logaritmo natural de los titulos IgG pre-vacunacion y la razén del incremento de los titulos
IgG post-vacunacion. Para cada uno de los 10 PS evaluados se presenta el andlisis de regresion lineal ente el logaritmo natural
de los niveles de IgG pre-vacunacion y la razén del incremento de los niveles post-vacunacién. Se incluyen los valores séricos de
IgG anti-PS de todos los nifios y adultos evaluados en este estudio. En la parte superior derecha de cada grafico se muestran los

valores R2 para cada andlisis.

de anticuerpos inespecificos adquiridos de forma
transplacentaria o por la infeccion natural con este
microorganismo u otros encapsulados (15). De
esta manera, los titulos de anticuerpos especificos
de serotipos determinados luego de la doble
adsorcion, se correlacionan mucho mejor con los
anticuerpos funcionales medidos con el ensayo de
opsonofagocitosis (16).

Otro aspecto importante por discutir son los para-
metros utilizados para considerar una adecuada
respuesta a la vacuna 23-valente contra S.
pneumoniae en los diferentes grupos de edad.
Segun Bonilla, et al, para interpretar estos
resultados, se debe observarque se alcance unvalor
arbitrario de anticuerpos especificos después de la
vacunacién mayor o igual a 1,3 pyg/ml o, al menos,
que la razon de este incremento en comparacion
con los niveles previos a la vacunacién sea mayor
a 4 y el porcentaje de serotipos evaluados a los
que el paciente responde adecuadamente.

En este estudio se adoptd, como nivel protector,
una concentracion de IgG igual o superior a 1,3
pug/ml para cada polisacarido, porque ese valor
se ha asociado a proteccion contra la infeccién vy,
ademas, a una menor colonizacibn neumocadcica
en nasofaringe de nifios (17). Los titulos inferiores
(0,15 pg/ml) se han asociado con proteccion
contra enfermedad neumocoécica invasiva, por

ejemplo, septicemia (18). En adultos, la infecciéon
sistémica por S. pneumoniae es rara cuando los
niveles de anticuerpos especificos son superiores
a 1,5 pg/ml (19). Ademas, en nifios entre los dos
y cinco afos de edad es normal esperar una
adecuada respuesta a 50 % o mas de los serotipos
evaluados. Los nifios sanos con mas de 6 afos de
edad y los adultos, responden a 70 % o mas de
estos serotipos (11). Por ultimo, se considera que
un aumento de, al menos, cuatro veces los niveles
de anticuerpos especificos contra los polisacaridos
después de la vacunacion, con relacion a su valor
antes de la vacunacion, es adecuado en individuos
sanos (11,19). Hedlung, et al., demostraron que
los adultos mayores en quienes después de la
vacunacién se hayan cuadriplicado sus niveles
de anticuerpos, con respecto a los previos, tienen
un riesgo mucho menor de sufrir de neumonia
neumocdcica recurrente en comparacion con los
que presenten un menor incremento en dichos
niveles (20).

Aunque existen muchos debates sobre Ila
precisién de la prueba ELISA para determinar los
niveles de anticuerpos contra los polisacaridos
de S. pneumoniae y sobre los parametros que
deben considerarse para definir una respuesta
apropiada, los presentes resultados validan las
recomendaciones actuales para interpretar esta
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respuesta, ya que todos los individuos incluidos
en este estudio eran sanos y, efectivamente,
presentaban una respuesta adecuada a los
polisacéridos de S. pneumoniae después de la
vacunacion.

En un estudio de Kamchaisatian, et al., también se
validaron estos criterios en nifilos de 2 a 15 afios, 95
controles y 22 infectados con el virus del VIH (21).
Sin embargo, los controles que se utilizaron en este
estudio eran individuos que habian sido remitidos
para evaluacion inmunoldgica por sospecha de
inmunodeficiencia y, por consiguiente, no podrian
considerarse controles sanos.

Por el contrario, en el presente estudio se
incluyeron tanto nifios como adultos jovenes que
no presentaban ningun tipo de sintomatologia ni
infecciones recurrentes, tumores, manifestaciones
autoinmunitarias ni otras enfermedades en el
momento de la toma de las muestras y, por lo
tanto, confirma contundentemente la especificidad
de los parametros para evaluar las respuestas a
la vacuna 23-valente. La respuesta inmunoldgica
a esta vacuna se considera independiente del
timo de tipo 2, en la cual, los linfocitos B1b y los
linfocitos B de la zona marginal son los principales
responsables de la produccion de anticuerpos
contra este tipo de antigenos (22).

A partir de 1980, se describen pacientes con
niveles séricos normales de inmunoglobulinas
que presentaban deficiencia de anticuerpos
hacia antigenos T independientes. Desde ese
entonces, el uso de la vacuna de polisacaridos
de S. pneumoniae para valorar la respuesta de
anticuerposespecificos,aumentdsignificativamente
el diagnéstico del sindrome de deficiencia de
anticuerpos especificos (23).

La importancia de contar con esta prueba ELISA
en nuestro pais es que, a medida que se acumula
experiencia con pacientes que padecen este
sindrome, también emerge mayor conocimiento de
suvariabilidadfenotipica, yaqueexistendeficiencias
completas o parciales, permanentes o transitorias,
aisladas o asociadas a otras anormalidades v,
ademas, solamente de polisacaridos purificados
o de polisacaridos conjugados a proteinas (24).
Este conocimiento tiene gran impacto en la
caracterizacion y el prondstico clinico de estos
pacientes.

En el presente estudio se observd que el suero
de algunos de los adultos sanos presentaba
niveles considerablemente menores de anticuerpos
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para el serotipo 14 después de la vacunacion,
en comparacion con los niveles previos. Se ha
planteado que las deficiencias en la respuesta
adecuadaalosserotiposde S. pneumoniaedespués
de la vacunacién, pueden explicarse porque
la colonizacion nasofaringea o las infecciones
recientes con un serotipo especifico inducen una
interacciéon de grandes cargas de polisacaridos
con el sistema inmunitario, lo cual induce una
deplecion de las células B de memoria especificas
contra este serotipo (25). Esta hipétesis se ha
demostrado también en ratones inoculados con
grandes dosis de polisacaridos de S. pneumoniae,
las cuales logran actuar como un agente inhibidor
del sistema inmunitario (25).

Por otra parte, Castafieda, et al., reportaron que el
serotipo 14 de S. pneumoniae es el mas frecuente
en América Latina, en aislamientos de nifios
menores de 6 afios con neumonia, meningitis
y otras enfermedades invasivas (5). A pesar de
estos hallazgos, en los presentes resultados
se encuentra que ninguno de los nifos sanos
evaluados antes de recibir la vacuna 23-valente
para S. pneumoniae tenia titulos protectores de
IgG contra el polisacarido 14. Sin embargo, la
frecuencia de los aislamientos de cultivos de S.
pneumoniae no necesariamente se correlaciona
con la magnitud de la reaccion a los polisacéridos
de estos serotipos antes de la vacunacion, ya que
algunos de ellos pueden ser muy frecuentes en
la poblacién y, ademas, son poco inmunogenos,
lo que aumenta aln mas su capacidad patégena
(26,27).

En conclusién, nuestros datos presentan los
resultados de la estandarizacion de la prueba ELISA
para la deteccién de los niveles de anticuerpos
contra S. pneumoniae y validan los parametros
usados internacionalmente para considerar
adecuadalarespuestaalavacuna23-valente contra
este microorganismo. Ademas se confirma que
los polisacaridos 14 y 19F son muy inmun6genos
luego de la aplicacién de la vacuna 23-valente,
tanto en nifos como en adultos, y que para todos
los polisacaridos excepto para el polisacarido 5, los
altos niveles de anticuerpos antes de la vacunacion
se correlacionan con un menor incremento en los
titulos posteriores a la misma. Prospectivamente,
es imprescindible hacer una busqueda activa de
pacientes cuya sintomatologia clinica sugiera
defectos en las respuestas T independientes y
estudiar los defectos moleculares asociados con
esta condicion clinica.
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