REVISION DE TEMA

Analisis de laboratorio en los pacientes que
presentan infeccion recurrente y pueden sufrir
de inmunodeficiencia

Pablo Javier Patifio, Mp, Dsc'; Heli Salgado, Mp; Diana Garcia de OD, MD?;
Carlos Julio Montoya, MD, Msc!

Resumen

El sindrome de infeccién recurrente constituye una causa importante de morbilidad y mortalidad, tanto
en paises desarrollados como en vias de desarrollo, lo cual implica altos costos sociales y econdmicos para los
distintos servicios de salud. Prdcticamente todos los individuos inmunocompetentes tenemos periodos
importantes de infecciones recurrentes, las cuales podemos considerar normales, porque permiten que el
sistema inmune aprenda a conocer y a responder contra un ambiente rico en microorganismos con capacidad
de producir infecciones en una persona inmunocompetente. Sin embargo, su presentacién con ciertas
caracteristicas pueden estar reflejando incremento anormal de susceptibilidad de los individuos a ciertos
procesos infecciosos. Una vez se inicia el estudio de un paciente con sindrome de infeccion recurrente es
fundamental establecer si existe un defecto inmunoldégico subyacente que implique el desarrollo de infecciones
severas. El estudio de laboratorio también brinda la posibilidad de realizar un diagndstico especifico de
inmunodeficiencia, lo que sumado al rdpido desarrollo en la inmunoterapia genera la posibilidad de prescribir
un tratamiento oportuno y racional, con objeto de evitar recaidas y el desarrollo de secuelas, ast como mejorar
la calidad de vida del paciente y su familia. En este articulo se mostrard un esquema secuencial para el estudio
de la respuesta inmune en pacientes con infecciones recurrentes anormales que permiten, inicialmente,
establecer un diagndstico fenotipico para luego realizar una caracterizacién molecular de la inmunodeficiencia
que se haya identificado.

Palabras clave: Infeccién recurrente anormal, inmunodeficiencias primarias, diagnéstico fenotipico,
caracterizaciéon molecular.

Abstract

The syndrome of recurrent infection constitutes an important cause of morbidity and mortality, both in
developed and non-developed countries, which implies high social and economic costs for the health services.
Practically all individuals with an appropriate immune response have important periods of recurrent
infections, which we can consider as normal. These infectious processes allow that the immune system learns
how to respond against an environment that is plenty of microorganisms with capacity to produce infections
in an immunocompetent subject. Nevertheless recurrent infections associated with certain characteristics
might reflect an abnormal increase of the susceptibility of an individual to certain infectious processes. Once
the study of a patient with recurrent infection syndrome begins, it is fundamental to establish if an underlying
inmunological defect exists, which might explain the development of severe infections. The laboratory
evaluation is an important step in the goal to establish a specific diagnosis of an immunodeficiency disease. A
precise diagnosis besides to the accelerated development of the immunotherapy, opens the possibility of
prescribing an opportune and rational treatment. An appropriate treatment must have as main goal to avoid
the relapse of infections and the development of sequels and at the same time to improve the quality of life of
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the patient and her or his family. In this article we would show a sequential scheme for the study of
the immune response in patients that present abnormal recurrent infections. This algorithm will help
the clinician to establish a soon phenotypic diagnosis and laterly to make a molecular characterization
of the immunodeficiency that has been identified.

Keywords: Abnormal reccurrentinfection, primary immunodeficiency diseases, phenotype,
molecular characterization.

INTRODUCCION

Elsindrome de infeccion recurrente (SIR) es la manifestacion de un proceso, lamayoria de
las veces asintomdtico o subclinico, que resulta de la interaccion repetida de un
individuo con los agentes infecciosos que habitan en su ambiente (1). El desarrollo
normal del organismo permite que por medio de este contacto el sistema inmune
genere respuestas afectivas contra los microorganismos (2); sin embargo, algunos
trastornos estructurales o funcionales del hospedero hacen que ciertas infecciones no
se controlen adecuadamente y se comporten de una manera inusual, lo cual afecta el
desarrollo del individuo tanto por su frecuencia de ataque como por su severidad (3).
Esta situacién da origen a un comportamiento anormal de la interaccién entre el
hospedero y los agentes infecciosos denominados sk anormal (SIRA).

Cuando se estudia en el laboratorio un paciente con sira, el objetivo fundamental
es establecer si presenta un defecto inmunolégico de base que explique el desarrollo de
un cuadro de infecciones severas y recurrentes (4-7). Ademds de buscar el origen
inmunoldégico, el estudio de laboratorio también esta orientado a definir un diagnds-
tico especifico de inmunodeficiencia, dado la posibilidad de prescribir un tratamien-
to oportuno y racional, con el objetivo de evitar recaidas y el desarrollo de secuelas,
asi como mejorar la calidad de vida del paciente y su familia. En muchas ocasiones
también nos permitird ofrecer una consejeria genética y asi disminuir el riesgo de
aparicién de nuevos pacientes con inmunodeficiencias severas en las familias afec-
tadas. Por lo tanto, el estudio de la funcién inmunolégica en los pacientes con
infeccién recurrente anormal se ha construido en una herramienta de primera mano
que estd al alcance del personal de atencién en salud y necesita ser reconocido y
manejado con propiedad.

El estudio de la respuesta inmune requiere no sélo de un andlisis cuantitativo o
estructural, sino que también demanda la realizacién de estudios funcionales que
permiten identificar alteraciones mds sutiles en la defensa contra los organismos
infecciosos(8). Diferentes pardmetros clinicos ayudan a enfocar los estudios de
laboratorio hacia uno de los diferentes aspectos de la respuesta inmune: edad de
inicio de las infecciones, sexo del paciente, 6rganos comprometidos, gérmenes
causales, asi como antecedentes personales y familiares de sira (1,3). De acuerdo con
la sospecha inicial del mecanismo de defensa afectado, se programan los diferentes
estudios para evaluar la funcién inmunolégica estableciendo etapas por orden de
complejidad.

1. Primera etapa: ESTUDIOS BASICOS DE LABORATORIO

Losestudiosbésicos sumados alos datos delahistoria clinica y el examen fisico aportan
informacién valiosa para orientar los estudios de etapas posteriores; en algunos casos
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incluso pueden permitirnos establecer un diagndstico fenotipico de una in-
munodeficiencia primaria.

Los principales estudios que se deben realizar en esta primera etapa incluyen:

1.1. Hemoleucograma con sedimentacion, extendido de sangre periférica y recuento
de plaquetas (9). Se debe prestar atencién ante la presencia de los siguientes hallazgos,
que sugieren el diagnéstico de una deficiencia inmune:

* Anemia moderada a severa, especialmente con caracteristicas de cronicidad
(hipocromia, micrococitosis, etc.)

e Granulocitopenia (neutropenia): este hallazgo puede enfocar el diagndstico a
anormalidades tales como la neutropenia congénita severa (Enfermedad de
Kostmann), el sindrome de Schwachman, la neutropenia ciclica, la disgenesia
reticular, la mielocatexis y el sindrome de Chediak-Higashi. También se encuen-
tran asociadas a otras inmunodeficiencias como la agamaglobulinemia ligada al
cromosoma X, el sindrome de hiperinmunoglobulinemia M (xmm), la inmuno-
deficiencia comun variable, el enanismo con extremidades cortas y la deficiencia
selectiva de IgA (9,10).

e Neutrofilia: es una manifestacion caracteristica de la deficiencia de adhesion
leucocitaria tipo I, aun en aquellos periodos en los que el paciente estd libre de
infeccién (10). Sin embargo, puede ser un hallazgo frecuente en otras deficiencias
inmunes que cursan con infecciones por gérmenes pidgenos.

* Granulaciones citoplasmdticas anormales, de gran tamafio, en diferentes lineas celulares
sanguineas pero especialmente aparentes en los neutréfilos, son un rasgo morfo-
l6gico tipico del sindrome de Chediak-Higashi; un hallazgo similar se observa en
el sindrome de Griselli (11).

* Linfopenia: es la caracteristica predominante en la mayoria de las inmunode-
ficiencias severas combinadas. También se encuentran en otrasinmunodeficiencias
como la agamaglobulinemia ligada al X, en la ataxia telangiectasia y en algunas
formas de inmunodeficiencia comtn variable(11).

* Eosinofilia: Presente en mutiples inmunodeficiencias como los sindromes de
Hiper-IgE, Wiskott Aldrich, Omenn y Nezelof, también se puede presentar en
neutropenias congénitas y en ciertos casos de inmunodeficiencia severa combina-
da (8).

e Trombocitopenia con microtrombocitos: es un hallazgo fundamental para el diagnés-
tico del sindrome de Wiskott-Aldrich(10).

1.2. Andlisis para determinar los gérmenes causales de las infecciones y su sensibi-
lidad a los antimicrobianos. La etiologia de las infecciones es un rasgo que caracteriza
alos diferentes grupos de inmunodeficiencias, y por lo tanto es fundamental tratar de
establecer el tipo de germen causal de cualquier infeccién en un paciente con
inmunodeficiencia (11). Se reconocen las siguientes asociaciones:
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* Las deficiencias de anticuerpos presentan infecciones producidas fundamental-
mente por Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Salmonella spp, Micoplasma spp, Giardia lambia, Campylobacter spp, enterovirus
(polio, ECHO).

* Enlas deficiencias de la inmunidad celular se encuentran microorganismos tales
como Pneumocytis carinii, Cryptococcus neoformans, Candidaalbicans, micobacterias,
citomegalovirus, virus respiratorio sincitial, herpes virus, adenovirus, molusco
contagioso y otros gérmenes intracelulares oportunistas.

¢ Eldéficit delas células fagociticas se asocia con infecciones producidas principal-
mente por Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp, Serratia marsescens, Klebsiella
spp, Escherichia coli, Burkholderia cepacia, Proteus spp, Aspergillus spp, Candida
albicans, Nocardia spp.

* En las alteraciones combinadas de la inmunidad celular y de los fagocitos se
encuentran infecciones por Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Candida albicans, Aspergillus spp y bacilos gram negati-
VOs.

¢ Lasinfecciones en las deficiencias del complemento por lo general son debidas a
bacterias capsuladas como estreptococos, neisserias y Haemophilus influenzae.

De acuerdo con el germen causal se puede establecer que las deficiencias de la
inmunidad humoral (anticuerpos y complemento) y de las células fagociticas gene-
ralmente presentan infecciones por microorganismos extracelulares, mientras que
los defectos de la inmunidad mediada por células se caracterizan por infecciones
producidas por gérmenes intracelulares.

1.3. Electroforesis de proteinas séricas. Ofrece una visién general de la composicién
y distribucién de las proteinas circulantes del paciente. Con la determinacién de las
proteinas totales, su distribucién y la relacién entre albtiimina y globulinas se
establece un importante parametro del estado nutricional (12). Ademads, se deben
considerar los siguientes aspectos:

* Aproximadamente el 90% de la fracciéon a-1 antitripsina, cuya deficiencia es una
causa de infecciones recurrentes especialmente del aparato respiratorio. Esta
fraccion se encuentra elevada en la ataxia telangiectasia por un aumento en la
produccién de a fetoproteina.

¢ Losfactores del complemento mds importantes se encuentran representados enla
fraccion f.

* En la fraccién y migran las diferentes inmunoglobulinas séricas y el mayor
porcentaje corresponde a la IgG, por lo tanto con este examen se puede detectar
facilmente una disminucién de inmunoglobulinas. Se considera hipogama-
globulinemia la presencia de menos de 500 mg/dl en esta fraccién y
agamaglobulinemia cuando los niveles son menos de 200 mg/dl. En individuos
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inmunocompetentes o en deficiencias de células fagociticas o del complemento es
comun encontrar una hipergamaglobulinemia reactiva ante los procesos infeccio-
S0s.

1.4. Estudios imaginoldgicos cuando sean necesarios (Rx de torax, TAc, etc.). Estos
pueden revelar hallazgos como el tamafio del timo, la presencia de neumonias su-
purativas con desarrollo de neumatoceles y empiemas, alteraciones osteocondrales,
abscesos en dérganos profundos, fistulas u otros defectos anatémicos, asi como la
presencia de cuerpos extrafios.

2. Estudios de la segunda etapa

Ladecisién acerca de cudles andlisis realizar en esta fase del estudio estd determinada
porlos hallazgos obtenidos enlahistoria, el examen fisico y los resultados delos estudios
de la primera etapa. Estos se requieren para realizar un diagnéstico fenotipico,
orientar el manejo terapéutico y, en ocasiones, definir el prondstico. Debido a las
implicaciones que tiene para el paciente y la familia el diagnéstico de una
inmunodeficiencia primaria, todo resultado debe estar respaldado por una segunda
prueba de laboratorio confirmatoria.

2.1. Deficiencias en la inmunidad humoral especifica

* Dosificaciéon de las inmunoglobulinas séricas (IgG, IgA, IgM): Este examen nos
permite confirmar y determinar cuantitativamente el grado de deficiencia de
anticuerpos. Como se mencioné previamente para la fraccién gamma de la
electroforesis, en los mayores de dos afios se considerarad hipogamaglobulinemia
cuando los niveles de IgG sean menores de 500 mg/dl y agamaglobulinemia
cuando sean menores de 200 mg/dl. En los menores de dos afios se tendrdn en
cuenta los niveles establecidos de acuerdo con la edad (media = dos desviaciones
estdndar) al momento de defenir una deficiencia cuantitativa. La definicién de
deficiencia selectiva de IgA exige un valor minimo de 5 mg/dly la deficiencia de
IgM un valor menor de 10 mg/dl (5, 8, 11). Como patrén de referencia se
recomienda seguir las tablas regionales de valores de inmunoglobulinemias séricas
por edad y sexo (13).

e En los pacientes con sospecha de agamaglobulinemia ligada al X se realiza la
cuantificacién de linfocitos B maduros en sangre periférica por medio de la
determinacién de los linfocitos CD19+ con citometria de flujo, ya que su ausencia
ayuda a confirmar esta entidad (14). Dicha prueba también se debe realizar en
aquellos nifios con hipogamaglobulinemia transitoria de la infancia con el propé-
sito de una forma menos severa de agamaglobulinemia ligada al cromosoma X.
Aunque el CD19 es el marcador mds usado para establecer la poblacién de células
B, se pueden usar otros marcadores como el CD20, CD21 y CD22.

¢ Lasisohemaglutininas séricas (anticuerpos naturales tipo IgM) estdn ausentes en
la agamaglobulinemia ligada al X y en el sindrome de Wiskott-Aldrich. La
evaluacién de estos anticuerpos es importante en la evaluacién y el diagndstico
diferencial de la hipogamaglobulinemia transitoria de la infancia, enfermedad
que se caracteriza por presentar valores normales de ellas (15).
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® Cuando los niveles de IgG sérica son normales pero el cuadro de infeccién
recurrente anormal es altamente sugestivo de una deficiencia de anticuerpos, se
deben determinar las concentraciones de las diferentes subclases de IgG (IgGl1,
IgG2, 1gG3, IgG4). Los valores normales de cada subclase han sido dificiles de
determinar, sin embargo, se recomienda considerar los porcentajes establecidos
para cada una de ella (se consideran porcentajes normales: IgG1 60 a 64%; 1gG2
20a26%; 1gG36a8%; IgG4 1a4%)(16). Dado quelalgG1 comprende dos terceras
partes de la IgG sérica total, la deficiencia selectiva de esta subclase no se ha
descrito, pues todos los posibles afectados se presentan como una verdadera
hipogamaglobulinemia.

¢ Sitambién las subclases de IgG son normales, se sugiere evaluar funcionalmente
la produccién de anticuerpos especificos en respuesta a los antigenos suministra-
dos en la vacunacién (7, 11, 17). Para determinar la respuesta ante antigeno
proteicos se determina los anticuerpos contra hepatitis B, rubéola o sarampién
después de haber recibido la respectiva vacuna; para analizar la respuesta a
polisacdridos se analizan los anticuerpos dirigidos contra Haemophilus inflluenzae
b (prp), contra deferentes serotipos de neumococo o por la cuantificacién de
antiestreptolisinas (AELO).

* Otras pruebas: debido a la alta frecuencia de trastornos autoinmunes asociados a
las deficiencias de anticuerpos, se recomienda realizar la determinacién de
autoanticuerpos (aNas, ENA, factor reumatoideo, etc.).

2.2. Deficiencia en la inmunidad celular especifica (linfocitos T)

e En todo aquel paciente que se sospeche de inmunodeficiencia celular se debe
descartar en primer término unainfeccién porel vi (3), por lo tanto es mandatario
realizar pruebas presuntivas para este virus, y si es del caso, recomendar pruebas
confirmatorias.

® Pruebas de hipersensibilidad retardada: estdnindicadasenlos mayores de 1 afio. Una
de las mas ttiles es la evaluacion de la respuesta inmune a la Candida, la cual se
hace aplicando 0,1 ml de candidina intradérmica; ésta se considera positiva una
induracién mayor de 5 mm leida alas 48 horas. También se puede evaluar con rrp,
tricofitina, toxoide tetdnico, antigenos del virus de la papera o realizando una
sensibilizacién previa con bDNCB (15). Se debe tener en cuenta que es necesaria la
exposicion anterior (y ojald repetida) al antigeno, ademds el consumo de ciertos
medicamentos, en especial esteroides, que pueden suprimir la respuesta.

*  Cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica por citometria de flujo:
porcentaje y valor absoluto deloslinfocitos CD3+, CD4+ CD8+y CD16+/CD56+.
Losresultados se deben analizar teniendo en cuenta los valores establecidos para
la edad (14). Estas poblaciones se encuentran francamente disminuidas o ausen-
tesenlos pacientes coninmunodeficiencia celular severa, seacombinadaono con
déficit de Anticuerpos. En algunos casos, dependiendo dela alteracién molecular
responsable de lainmunodeficiencia, algunas de estas poblaciones se encuentran
mds comprometidas que otras, lo cual genera distintos patrones de alteracién.
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Por ejemplo, cuando hay un defecto enla cadena gamma comtin de receptores de
citoquinas (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21), las poblaciones de células T (CD3,
CD4 y CD8) y células NK (CD16/CD56) estdn ausentes o muy disminuidas,
mientras quelas células B (CD19) estdn normales. De otro lado, cuando existe una
alteracion en el proceso de recombinacién de las regiones variables de los
receptores especificos de antigeno (receptor de la célula T y anticuerpos), las
poblaciones de células T y B estdn ausentes, pero las células NK estdn normales.

* Andlisis de otras moléculas de los linfocitos utilizando la citometria de flujo: Cuando se
sospecha de un defecto molecular especifico, se debe analizar la expresién de
moléculas esenciales para la diferenciacién y funcién del sistema inmune, tales
como las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (para diagnédstico
del sindrome del linfocito desnudo), CD3, CD7, CD25, CD154 (éste es el ligando
de CD40, el cual estd alterado en el sindrome de hiper IgM), cadena gamma comun
(estd ausente o alterada en la inmunodeficiencias severa combinada ligada al X).

* Dosificacion de inmunoglobulinas séricas (IgG, IgA, IgM, IgE ): estos anticuerpos se
cuantifican cuando se sospecha una inmunodeficiencia severa combinada. Si las
cifras de IgG son anormales, se deben avaluar también los linfocitos CD19+ en
sangre periférica. Cifras elevadas de IgE sérica se encuentran caracteristicas en
algunas formas de inmunodeficiencia severa combinada y en los sindromes de
Omenn, Nezelof y Wiskott-Aldrich.

e Otras pruebas: Las dosificaciones de hormonas séricas (tiroidea, adrenocorticales,
etc.), calcio y fésforo se solicitardn cuando estén indicadas, en especial en la
candidiasis mucocutdnea crénica y en el sindrome de DiGerorge.

2.3. Deficiencias de las células fagociticas

* Reduccién del Nitroazul de Tetrazolium (NBT) en placa por los neutréfilos de
sangre periférica (en reposo y activados con PMA). Esta prueba permite evaluar de
manera rdpida y sencilla la activacién del complejo enzimético NADPH oxidasa de
los fagocitos y la produccién de especies reactivas del oxigeno a partir de éste. Esta
prueba es muy importante para descartar la enfermedad granulomatosa crénica
y la deficiencia de G6rDH, entidades en las cuales existen defectos en la explisién
respiratoria de los fagocitos (3).

* Estudio de la explosion respiratoria por medio de citometria de flujo midiendo la oxidacion
de la rodamina 123. Esta técnica permite confirmar los defectos en la explosiéon
respiratoria de las células fagociticas y al mismo tiempo cuantificar la severidad
dela deficiencia, asi como detectarlas madres portadoras de un defecto molecular
en la forma de enfermedad granulomatosa crénica ligada al cromosoma X.

* Sisesospechaunaneutropenia ciclica, se deben realizar al menos dosleucogramas
por semanas durante 6 semanas, con el fin de observar la tipica caida de las cifras
de neutrdfilos circulantes durante la crisis de la enfermedad y el ascenso unos
pocos dias después con la recuperacién clinica (18).
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e La confirmacién de una deficiencia de adhesién leucocitaria tipo I se hace
mediante la evaluacién de las B, integrinas leucocitarias (CD11a, b, /CD18)enla
superficie de los glébulos blancos por citometria de flujo (18).

* Enelcasode unsindrome de Hiper-IgE se requiere determinar los niveles séricos de
IgEylacapacidad derespuestainmune mediante las pruebas de hipersensibilidad
retardada aplicando pPrD y /o0 candidina intradérmicos.

2.4. Deficiencia del Complemento

¢ Dosificacion sérica de C3 y C4 (ver tabla).

Interpretacion de los niveles de C3, C4 y CH50 séricos

RESULTADO

INTERPRETACION

C3 y C4 bajos

Activacién notable de la via cldsica, se observa en el caso de formacion
abundante de inmunocomplejos y en la hepatitis viral activa

C3 normal y C4 bajo

Sugiere una deficiencia congénita de C4; también se observa en el angio-
edema hereditario, en algunos pacientes con lupus y con malaria

C3 bajo y C4 normal

Sugiere una deficiencia congénita de C3. Puede también corresponder a
una activacién marcada de la vida alterna (como en la infeccién por gram
negativos), ala deficiencia del inactivador de C3b, a un paciente quemado,
desnutrido o neonato

C3y C4normales con CH50 bajo

Sugiere una deficiencia de algin componente especifico de la via cldsica
del complemento

(CINH).

* Determinacién de la actividad hemolitica 50 (CH50) en el suero del paciente:
evalta la actividad funcional de la via cldsica de activacién del complemento,
desde C1 hasta C9; no descarta alteraciones en la via alterna (8).

* En casos de edema angioneurético recurrente, severo o con antecedentes familia-
res, se deben determinar en suero la concentracién del inhibidor de C1 esterasa

¢ En casos de hemoglobinuria paroxistica nocturna, evaluar por citometria de flujo
la expresion del marcador CD59 en glébulos rojos.

3. Estudios de la tercera etapa

En esta fase de la evaluacién de una inmunodeficiencia primaria se deben realizar
estudios que permitan caracterizar la enfermedad desde el punto de vista funcional
y molecular, lo que ademads de determinar las bases moleculares del defecto facilitara
una acertada consejeria genética a los familiares y, en ocasiones, la factibilidad de un
transplante de médula 6sea.
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En algunos pacientes puede ser pertinente realizar un estudio de su cariotipo con
el propésito de determinar la presencia de anormalidades cromosémicas que indi-
quen un defecto molecular de gran magnitud. Esto puede ser el caso cuando existe
un defecto inmune asociado a una alteracién en algin otro érgano o tejido, por
ejemplo, una enfermedad granulomatosa crénica ligada al sexo asociada con anemia
hemolitica o distrofia muscular o unainmunodeficiencia que se presenta simultédnea-
mente con retraso mental o asociada a un desorden neuroldgico, lo cual puede ser
consecuencia de una delecién cromosémica que involucra una regién de bNa que
contiene varios genes.

Ademas de lo anterior se deben realizar exdmenes que dependerdn del compo-
nente del sistema inmune afectado:

3.1. Deficiencias en la inmunidad humoral especifica

* Produccién de anticuerpos in vitro: por medio de un cultivo de células mononucleares
estimuladas con mitégenos y antigenos, evaluando la secrecién de diferentes
anticuerpos en los sobrenadantes por ELISA (15).

*  Western blot (inmunodeteccién): para evaluar la expresién de proteinas responsa-
bles de defectos en la funcién de las células B tales como la tirosina kinasa de
Bruton (Btk) en el caso de una agamaglobulinemia ligada al X o de la molécula
coestimuladora inducible (1cos) que se encuentra ausente en algunos pacientes
con inmunodeficiencia comtn variable.

» Estudios genéticos moleculares para la caracterizacion de mutaciones en los genes que
pueden estar afectados, lo cual depende de la preseuncién hecha con base en los
estudios anteriores. Esta caracterizacion se puede realizar por medio de
polimorfismos conformacionales de cadenasencilla del DNA (sscP) y por el secuencia-
miento del DNA.

3.2. Deficiencias de la inmunidad celular especifica o deficiencias combinadas

¢ Evaluacién funcional en cultivo de células mononucleares de sangre periférica
estimuladas con mitégenos (pHA, ConA, PwM) y antigenos (Candidina, toxoide
tetdnico), para determinar la proliferacién y la produccién de citoquinas (ELISA 0
por citometria de flujo). También se puede evaluar realizando un cultivo mixto de
linfocitos para determinar la respuesta alogénica (15).

* Fenotipificacion del HLA en los afectados y familiares en primer grado cuando se
sospeche una inmunodeficiencia por déficit de las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (sindrome del leucocito desnudo).

e Determinaciones enzimdticas: adenosin deaminasa (apA) y purina purina

nucledsido fosforilasa (PNP), cuando se sospeche inmunodeficiencia combinada
por deficiencia de estas enzimas; éstas se miden en lisados de glébulos rojos (15).
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e Estudios por citometria de flujo de la expresion de moléculas de membrana en los leucocitos:
receptores de citoquinas (IL-2, IL-12, IFN gamma), moléculares de activacion
(CD69, CD45RO0) o de coestimulacion (CD40L, CD28, CD80, CD86).

o Western blot: para evaluar la expresién de proteinas de sefializacién intracelular
como ZAP-70, JAK-3, cadena gamma comun, CD154, etc.

* Estudios genético-moleculares para la caracterizaciéon de mutaciones en las
diferentes inmunodeficiencias de acuerdo a las alteraciones identificadas: sscr y
secuenciamiento del DNA.

3.3. Deficiencias de las células fagociticas (3)

* En los pacientes con sospecha de Sindrome de Hiper-IgE: evaluacién funcional
por cultivos de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
mitégenos y antigenos, para determinar la produccién de citoquinas y la prolife-
racion.

® Evaluacién de la quimiotaxis de los neutréfilos de sangre periférica in vitro
(migraciénbajo gel de agarosa); se encuentran anormalidades enlos sindromes de
Hiper-IgE, Chediak-Higashi y en las deficiencias de adhesilén leucocitaria.

¢ Estudio de la explosion respiratoria de los neutréfilos por quimioluminiscencia,
cuantificaciéon de la produccién de anién superéxido por espectrofotometria.

e Determinaciones enzimaticas: G6PDH.

* Westernblot paraevaluarlaexpresién delas proteinas del sistema NADPH-OXidasa:
gp91phox, p22 phox, p47phox y p67phox.

¢ Estudios genético-moleculares para la caracterizaciéon de mutaciones en los genes
que se consideren responsables de las deficiencias de las células fagociticas
identificadas: sscp y secuenciamiento.
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