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RESUMEN

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) se caracterizan por alteraciones de los componentes del sistema inmunitario.
El recuento poblacional linfocitario por citometria de flujo es una aproximacién al diagnéstico molecular y se expresa
por inmunofenotipos. El objetivo del estudio fue describir el recuento poblacional linfocitario y los inmunofenotipos
compatibles con IDP en pacientes con sospecha de IDP en un hospital de referencia nacional peruano. Se revisaron
los registros de 261 casos que cumplian con los criterios de sospecha clinica para IDP de la Jeffrey Modell Foundation
entre abril y diciembre de 2016. De los 261 casos con sospecha de IDP se hallaron 54,8% de varones. Se encontr6 93
pacientes (35,6%) con inmunofenotipos compatibles con alguna IDP. El inmunofenotipo de inmunodeficiencia comun
variable fue mas frecuente (36,6%), seguido de agammaglobulinemias (18,3%). Las deficiencias de anticuerpos fueron
las IDP mas frecuentes. Es necesario realizar otras pruebas moleculares para el diagndéstico genético especifico.

Palabras clave: Sindromes de Inmunodeficiencia; Citometria de Flujo; Diagnéstico (fuente: DeCS BIREME).

LYMPHOCYTE POPULATION COUNT AS A FIRST APPROACH TO THE

DIAGNOSIS OF PRIMARY IMMUNODEFICIENCIES

ABSTRACT

Primary immunodeficiencies (PID) are characterized by alterations in the components of the immune system.
The lymphocyte population count by flow cytometry is an approach to molecular diagnosis and is expressed by
immunophenotypes. The objective of the study was to describe the lymphocyte population count and immunophenotyping
compatible with PID in patients with suspected PID in a Peruvian national reference hospital. Records of 261 cases
meeting the Jeffrey Modell Foundation’s PID clinical suspicion criteria were reviewed between April and December
of 2016. Of the 261 suspected cases of PID, 54.8% were males. We found 93 patients (35.6%) with PID-compatible
immunophenotyping. The common variable immunodeficiency immunophenotype was the most frequent (36.6%),
followed by agammaglobulinemias (18.3%). Antibody deficiencies were the most common PID. Other molecular tests are
needed for a specific genetic diagnosis.

Keywords: Immunological Deficiency Syndromes; Flow Cytometry; Diagnosis (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un conjunto
de enfermedades con trasfondo genético que se derivan
en alteraciones del nimero y/o funcion de los elementos
del sistema inmunitario . Su prevalencia a nivel global se

estima en uno por cada 2000 nacidos vivos @. En el contexto
peruano, se ha reportado un total de 176 casos a un registro
internacional para el 2017, aunque se esperaria un total
de 300 casos diagnosticados al afio, segun la prevalencia
global y la expectativa de nacidos vivos en el Per ©. Este
infradiagndstico, se derivaria de la falta de equipos de
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diagnéstico a nivel de los paises latinoamericanos para
realizar pruebas moleculares @, tales como, la citometria
de flujo, andlisis T REC/K REC, secuenciamiento genético,
pruebas vacunales, etc.

La citometria de flujo, entre sus multiples aplicaciones, permite
realizar un recuento de subpoblaciones de linfocitos gracias
a la deteccion inmunoldgica de marcadores de linfocitos T
(TCD3+, TCD4+, TCD8+ y NK CD16/56+) y de linfocitos
B (CD19+) ©). Asi, el recuento poblacional linfocitario
permitiria establecer inmunofenotipos compatibles
con las inmunodeficiencias primarias mas frecuentes:
agammaglobulinemias con linfocitos B CD19+ ausentes,
inmunodeficiencia comun variable con linfocitos B CD19+
disminuidos, inmunodeficiencias combinadas severas con
linfocitos TCD3+ disminuidos y posibles alteraciones a
nivel de linfocitos B CD19+, y linfocitos T NK CD16/56+ ©).
Se ha evidenciado que los inmunofenotipos compatibles
con inmunodeficiencia comun variable (ICV) y con
agammaglobulinemias son los mas frecuentes 7®). El hallazgo
de estos inmunofenotipos en relacién con los datos clinicos
previamente obtenidos permitiria aproximarnos al diagndstico
de IDP y ser utiles para indicar pruebas especificas de
diagndstico genético por secuenciamiento ©.

El Centro de Referencia Nacional de Alergia, Asma e
Inmunologia (CERNAAI) del Instituto Nacional de Salud del
Nifio (INSN) implementé el primer laboratorio publico de
inmunodiagnéstico donde ha sido posible realizar pruebas
moleculares como la citometria de flujo. Bajo ese contexto,
se realiz6 un estudio cuyo objetivo fue describir el recuento
poblacional linfocitario y los inmunofenotipos compatibles
con IDP en pacientes con sospecha de IDP en un hospital
de referencia nacional del Peru.

EL ESTUDIO

El presente estudio fue descriptivo y consistié en revision
de historias clinicas y registros de todas las citometrias de
flujo para descarte de IDP realizadas entre abril y diciembre
del 2016 en el CERNAAI del INSN, que es un centro
especializado en enfermedades inmunolégicas que recibe
a pacientes de todo el pais.

Se revisaron los registros electronicos de las citometrias
de flujo constituyendo dicho registro nuestro marco
muestral y llegando a 426 pacientes registrados por
resultado de citometria de flujo realizada. Se seleccionaron
consecutivamente a los resultados de los pacientes a los
cuales se les indicé el recuento poblacional linfocitario con
un diagndstico presuntivo de IDP: agammaglobulinemias,
inmunodeficiencia comun variable, inmunodeficiencias
combinadas, llegando a un total de 316 casos.
Posteriormente se revisaron las historias clinicas de todos
pacientes con sospecha de IDP y se seleccion6 en base a
los criterios de inclusion y exclusién, teniendo asi un total
de 261 casos.

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Los autores tienen el
interés de brindar un manejo apropiado a los pacientes con
inmunodeficiencias primarias y el paso fundamental para
aproximarse al diagndstico de dichas enfermedades es mediante el
recuento poblacional linfocitario por citometria de flujo.

Principales hallazgos. Nuestros hallazgos reportan que las IDP
mas frecuentes basadas en inmunofenotipos son las deficiencias de
anticuerpos.

Implicancias. Se debe considerar nuestros resultados para
implementar el tratamiento de los pacientes con IDP que se basa
centralmente en la administracién de inmunoglobulina.

Los criterios de inclusién fueron: pacientes menores de 18
afios con sospecha clinica de inmunodeficiencias primarias
utilizando los criterios de la Jeffrey Modell Foundation
(JMF) (19 es decir, la presencia de dos o mas infecciones
bacterianas sistémicas o graves (por ejemplo, sepsis,
osteomielitis, meningitis); tres 0 mas infecciones bacterianas
graves de los tejidos blandos respiratorias 0 documentadas
(por ejemplo, celulitis, otitis media de drenaje, linfadenitis)
dentro de un afio; infecciones que ocurren en sitios inusuales
(por ejemplo, abscesos hepaticos o cerebrales); infecciones
con patdgenos comunes de la infancia pero con
gravedad inusual; infecciones oportunistas (neumonia
por Pneumocystis jirovecii); aftas persistentes en
pacientes mayores de un afio de edad; antecedentes
familiares de IDP.

De esta forma 316 casos fueron pacientes pediatricos
con sospecha clinica de IDP con indicacion de recuento
poblacional linfocitario. Se excluyd a 55 casos por tratarse
de inmunodeficiencias secundarias (neoplasias malignas,
terapia reciente con esteroides o inmunosupresores).

Se considerd en la revision de las historias clinicas a los
pacientes con evaluaciones por médicos inmundlogos
clinicos y presuncion diagnostica refrendada por los
mismos. La determinacion de las subpoblaciones
linfocitarias se establecié a partir de la revision de los
registros de resultados de las citometrias de flujo realizadas
a pacientes con sospecha de IDP en el Laboratorio de
Inmunoalergia del CERNAAI (INSN) mediante el citdmetro
Fas-CANTO II. Todos los datos se recolectaron en una
ficha de recoleccion previamente disefiada que considerd
las siguientes variables: edad, género, especialidad de
procedencia, valores aumentados, disminuidos o normales
de TCD3+, TCD4+, TCD8+, BCD19+, NK16/56+ y relacion
CD4+/CD8+, segun las categorias de Comans-Bitter et al.,
y sus valores de referencia (Ver material suplementario) (",

Se realizé un analisis descriptivo utilizando SPSS Statistics
for Windows, versién 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lll., USA),
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expresando datos cualitativos con frecuencias absolutas y
porcentajes, y datos cuantitativos con media y desviacién
estandar. Todos los recuentos absolutos de linfocitos se
clasificaron como recuento normal o bajo para la edad,
de acuerdo con los valores normales propuestos para
Comans-Bitter et al. (™,

Se mantuvo la confidencialidad de toda informacion
personal al recolectarse la informacién de manera anénima.
El registro de informacion fue llevado a cabo por uno de
los autores especialista en inmunologia clinica. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del
Instituto Nacional de Salud del Nifio, Brefia (CL13-14).

HALLAZGOS

Se describen los resultados de 261 historias clinicas
correspondientes a pacientes menores de 18 afios
con sospecha de IDP. El 54,8% fueron varones y la edad
media de los pacientes fue de 4,37 + 4,3 afios. La mayoria
procedian del servicio de Inmunologia (118/261) y los
pacientes de otros servicios fueron evaluados mediante
interconsulta por médicos inmunélogos clinicos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los 261 nifios con sospecha
de inmunodeficiencias primarias incluidos en el estudio.

Caracteristica n %
Edad promedio (DE) (afios) 4,37 4,3
Sexo
Masculino 143 54,8
Femenino 118 45,2
Grupo etario
Neonatal 1 0,4
1 a2 meses 2 0,8
3 a4 meses 9 3,4
5 a 8 meses 22 8,4
9 a 14 meses 22 8,4
15 a 23 meses 24 9,2
2 a 4 afos 84 32,2
5a9 afos 63 241
10 a 16 afios 34 13,0
Especialidad de procedencia
Inmunologia 118 45,2
Medicina 80 30,7
Infectologia 23 8,8
Neumologia 17 6,5
Hematologia 3 1,1
Dermatologia 2 0,8
Neurologia 9 3,4
Cardiologia 2 0,8
Gastroenterologia 5 1,9
Nefrologia 1 0,4
Reumatologia 1 0,4
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El recuento poblacional linfocitario para los 261 pacientes
obtuvo linfopenia con linfocitos T CD3+ disminuidos en
el 13,4% (35/261). Por su parte, hubo disminucién de
linfocitos T CD3+CD4+ en el 17,6% (46/261) de pacientes
y T CD3+CD8+ en el 9,9% (26/261). Los linfocitos T NK
CD16/56+ se hallaron disminuidos en 25/261 (9,6%) de
pacientes. La relacion CD4+/CD8+ estuvo disminuida en
76/261 (29,1%) de pacientes (Tabla 2).

El recuento de linfocitos B se hallé por debajo de valores
normales en 51 pacientes; sin embargo, se hallé disminuido
en 34/261 (13%) de los pacientes y ausente en 17/261
(6,5%) de los pacientes. EI compromiso de linfocitos B
CD19+ fue la alteracién mas frecuentemente documentada.

Se categorizaron a los pacientes en base ainmunofenotipos
compatibles con inmunodeficiencias primarias del total
de pacientes, 93/261 (35,6%) tuvieron alguna alteracion
inmunofenotipica (Tabla 3). Las inmunodeficiencias
combinadas severas se corresponden con linfopenia;
es decir, linfocitos T CD3+ disminuidos, en ese contexto
tenemos cuatro inmunofenotipos: TCD3+B-NK+ que
corresponden a 11/93 (11,8%) de los pacientes con alguna
alteracion inmunofenotipica; TCD3+B-NK- con 12/93
(12,9%); TCD3+B+NK+ con 10/93 (10,7%) y TCD3+B+NK-
con 2/93 (2,2%) de los casos con alguna alteracion
inmunofenotipica. Las inmunodeficiencias combinadas
se corresponden con TCD3+ normales pero que a la vez
pueden cursar con linfocitos T CD4+ disminuidos como se
observé en 5/93 (5,4%) de los casos y T CD8+ disminuido
como se observé en 2/93 (2,2%) de pacientes. La
inmunodeficiencia comun variable inmunofenotipicamente
se representa por linfocitos B CD19+ disminuidos; es decir,
por debajo del valor normal para la edad pero por encima
del 1%. Ello fue evidente en 34/93 (36,5%) de los casos. En
el contexto de las agammaglobulinemias, se representan
inmunofenotipicamente con un recuento de linfocitos
B CD19+ ausentes; es decir cuando estos se hallan por
debajo del 1%. Ello se observé en 17/93 (18,3%) de los
casos.

Tabla 2. Recuento poblacional linfocitario por citometria
deflujoen 261 nifios con sospecha de inmunodeficiencias
primarias.

. Disminuido Aumentado Normal
Caracteristica

n (%) n (%) n (%)
LinfocitosT CD3+ 35(134)  205(785) 2180)
LinfocitosT CD3+CD4+  9(34) 194 (743)  21(80)
Linfoctos TCD3+CD8+ 26 (100)  195(747) 40 (153)
Linfocitos B CD19+ 51(195) 175(67.0) 21(80)
Linfocitos NK CD16/66+  25(96)  222(851) 14 (54)
Eﬁ:,i‘;‘::sggfgfms CD4 76001)  170(651) 15(57)

Valor de referencia segun edad en material suplementario.
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Tabla 3. Caracterizacién inmunofenotipica en 93 nifios
con alguna alteraciéon inmunofenotipica.

Hombre  Mujer Total

Caracteristica n (%) n (%) n (%)

Linfocitos T CD3+ disminuido

Linfocitos B ausentes,
Linfocitos NK presentes
(B-NK+)

Linfocitos B ausentes,
Linfocitos NK ausentes
(B-NK-)

Linfocitos B presentes,
Linfocitos NK presentes
(B+NK+)

Linfocitos B presentes,
Lifocitos NK ausentes 0(0,0) 2(54) 2(2,2)
(B+NK-)

LinfocitosT CD3+ normales
Linfocitos CD4+ disminuidos 4 (7,1) 1(2,7) 5(54)
Linfocitos CD8+ disminuidos 1 (1,8) 1(2,7) 2(2,2)

Linfocitos B CD19+
Disminuido
Ausente (<1%)

7(12,5) 4(10,8) 11(11,8)

8(143) 4(108) 12(129)

6(10,7) 4(108) 10(108)

22(39,3) 12(324) 34(366)
8(14,3) 9(24,3) 17(183)

Valor de referencia segun edad en material suplementario.

DISCUSION

Con respecto a los resultados de la citometria de flujo, las
alteraciones mas frecuentes se hallaron en el fenotipo con
disminucion o ausencia de linfocitos B CD19+. La deficiencia
aislada de linfocitos B mas importante se halla en el contexto
de las agammaglobulinemias primarias donde los recuentos
estan ausentes, y en ICV tipo 1 donde el recuento de linfocitos
B CD19+ se halla disminuido. La ICV fue el inmunofenotipo
con mayor frecuencia en esta serie, hallazgo similar a lo
reportado por Modell V, et al. 9. También se encuentra
deficiencia de linfocitos B en las inmunodeficiencias
combinadas, como la deficiencia de adenosin deasminasa
y la deficiencia de RAG1 y RAG2, pero se acompariian de
deficiencias en linfocitos T y/o NK ("),

Entre los pacientes con alguna alteracion fenotipica, mas
de la tercera parte tuvieron una disminucion en linfocitos
T CD3+, porcentaje dentro del rango descrito en una serie
en Iran (2, El hallazgo de linfocitos T CD3+ disminuidos,
es importante debido a que cualquier defecto que altere el
desarrollo de linfocitos T, provocaria una disminucion en
la inmunidad celular por constituir, de entre el 70% al 90%
de los linfocitos circulantes "®. En ese sentido, la mayoria
de pacientes con IDP por alteracion de linfocitos T CD3+
tienen presentaciones clinicas severas en los primeros dias
de vida, con infecciones raras y oportunistas.

La disminucion de linfocitos T CD3 (+) CD4 (+) fue poco
frecuente en nuestra serie. Esta caracteristica esta presente
en inmunofenotipos de diversas IDP como la deficiencia
MHC I, inmunodeficiencia combinada severa ligada

al cromosoma X (SCID-X) con paso transplacentario de
linfocitos T de origen materno, enfermedad candididsica
mucocutanea cronica, ataxia-telangiectasia, entre otras .

En este estudio se determind que la tercera parte de
pacientes con sospecha de IDP presenté disminucién
de la relacion CD4/CD8, hallazgo asociado con anemia
ferropénica segun una serie ('5), Asimismo, no se considero
el estudio de anemia en estos pacientes; sin embargo, seria
importante abordar tal aspecto considerando que el hierro
es esencial para el desarrollo funcional normal del sistema
inmunolégico, por ello su deficiencia puede resultar en una
respuesta inmune inadecuada ('. Estudios en pacientes
pediatricos infectados con el virus de la inmunodificiencia
humana, inmunodeprimidos desde el nacimiento, describen
que la disminuciéon de la relacion CD4/CD8 se asocia
como marcador de senescencia inmunoldgica y de riesgo
de infeccion virales crénicas, al ser un marcador de
inmunoactivacion . Los niveles altos de la relacion de
CD4/CD8 también se han asociado con el desarrollo de la
autoinmunidad en pacientes con ICV (8),

El laboratorio del centro donde se realizé el estudio no
cuenta con pruebas de diagndstico molecular ni genético,
por lo que para precisar el diagnéstico especifico, las
muestras son enviadas a laboratorios del exterior, ello
podria contribuir al retraso diagnéstico que para Veramendi-
Espinoza et al. 9, se estima en una mediana de 12 meses,
con un rango intercuartil muy amplio de 5,1 a 30,3 meses.
Por otra parte, Cordova @9, en la seguridad social del Peru,
reportd 15 pacientes con diagnéstico de IDP con una
mediana de retraso en el diagnodstico de seis afios y siete
meses (rango intercuartil: 1-36 afios). Este retraso en el
diagnéstico podria implicar costos mayores al sistema de
salud peruano al no iniciarse un tratamiento oportuno.

Una limitacion importante de nuestro estudio es la poca
disponibilidad de datos clinicos, ello debido a que la
recoleccion de datos se realizé de fuentes secundarias. Por
otra parte, a pesar de haberse realizado el estudio en un
centro de referencia, es dificil establecer si los pacientes
incluidos son representativos de todos los pacientes
peruanos con sospecha de IDP.

De este modo, hemos podido aproximarnos de modo
preliminar al diagnéstico de IDP en base a inmunofenotipos
compatibles en casi la tercera parte de pacientes con
sospecha clinica. En ese contexto, se concluye que el
inmunofenotipo de inmunodeficiencia comuan variable fue
mas frecuente (36,6%), seguido de agammaglobulinemias
(18,3%). Ambos inmunofenotipos son defectos en la
produccion de anticuerpos.
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