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Introduccion. La infeccion por Estreptococo del grupo
A puede ocasionar secuelas post-infecciosas entre las que
se han reportado un espectro de trastornos obsesivos-com-
pulsivos y tics de aparicion en la edad pediatrica y origen
autoinmune (PANDAS). No ha sido disefiada una prueba
inmunoldgica que permita diagnosticar inequivocamente
estos trastornos. En este trabajo se evaluo la deteccion en
suero de anticuerpos contra Enolasa cerebral humana (AE),
tejido neural (AN) y Estreptococo (AS) como herramienta de
laboratorio para el diagnostico de trastornos psiquiatricos
de inicio temprano.

Metodologia. Los anticuerpos séricos contra Enola-
sa cerebral humana, proteinas totales del Estreptococo y
proteinas totales cerebrales fueron detectados mediante la
metodologia de ELISA en 37 individuos con diagnostico pre-
suntivo de PANDAS y en 12 sujetos sanos de México y Cuba.

Resultados. La titulos de anticuerpos contra AE y AS
fueron mas elevados en el grupo de pacientes vs contro-
les (t-student, t,.=-2.17, P=0.035; t,.=-2.68, P=0.01, n=12
y 37/grupo, gl=47, nivel de significacion de 0.05), mientras
que los titulos de anticuerpos AN no difirieron entre ambos
grupos (P(t)=0.05). La seropositividad (titulos > media +
IC,,) simultanea a los tres anticuerpos fue mayor (51.4 %) en
los individuos del grupo de los pacientes comparado con los

controles (8.3%) (X2=5.27, P=0.022, gl=1, n=49).

Conclusiones. La deteccién simultanea de los tres anti-
cuerpos séricos podria brindar informacion util para el diag-
nostico etioldgico de los individuos con trastorno obsesivo-
compulsivo de inicio temprano asociados con la infeccion
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por Estreptococo y en consecuencia para indicar una tera-
péutica adecuada.
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Detection of anti-streptococcal, anti-enolase, and
anti-neural antibodies in subjects with early-
onset psychiatric disorders

Introduction. Infection with group A Streptococcus
(StrepA) can cause post-infectious sequelae, including a
spectrum of childhood-onset obsessive-compulsive (OCD)
and tic disorders with autoimmune origin (PANDAS, Pediatric
Autoimmune Neuropsychiatric Disorders Associated with
Streptococcal Infections). Until now, no singleimmunological
test has been designed that unequivocally diagnoses these
disorders. In this study, we assessed the detection of serum
antibodies against human brain enolase (AE), neural tissue
(AN) and Streptococcus (AS) as a laboratory tool for the
diagnosis of early-onset psychiatric disorders.

Methodology. Serum antibodies against human brain
enolase, total brain proteins, and total proteins from StrepA
were detected by ELISA in 37 patients with a presumptive
diagnosis of PANDAS and in 12 healthy subjects from Mexico
and Cuba.

Results. The antibody titers against human brain
enolase (AE) and Streptococcal proteins (AS) were higher in
patients than in control subjects (t-student, t,=-2.17,
P=0.035; t,=-2.68, P=0.01, n=12 and 37/group, df=47,
significance level 0.05), while the neural antibody titers did
not differ between the two groups (P(t)=0.05). The number
of subjects (titers> mean_ .~ + Cl,) with simultaneous
seropositivity to all three antibodies was higher in the
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patient group (51.4%) than in the control group (8.3%)
group (X=5.27, P=0.022, df=1, n=49).

Conclusions. The simultaneous detection of all three of
these antibodies could provide valuable information for the
etiologic diagnosis of individuals with early-onset obsessive-
compulsive disorders associated with streptococcal infection
and, consequently, for prescribing suitable therapy.

Keywords: Anti-neural antibodies, Auto-antibodies, Enolase, Streptococcus, Obsessive-
Compulsive Disorder, PANDAS

INTRODUCCION

Streptococcus pyogenes del grupo A (StrepA) es una
bacteria Gram-positiva que infecta la piel y las mucosas hu-
manas. Este microorganismo es capaz de causar diversas pa-
tologias que van desde faringoamigdalitis hasta disfuncion
cardiaca e incluso sepsis generalizada'. Las infecciones por
StrepA pueden originar secuelas no supurativas que afectan
diferentes 6rganos y sistemas incluido el sistema nervioso
central (SNC). Entre ellas se describe la glomerulonefritis, |a
fiebre reumatica y la corea de Sydenham (CS)?3.

Swedo y colaboradores en el aflo 1998 propusieron el
concepto general de trastornos neuropsiquiatricos de ori-
gen autoinmune asociados a infecciones estreptocdcicas en
edades pediatricas (PANDAS, por sus siglas en inglés) para
denotar a un subtipo de nifios con tics y/o trastorno ob-
sesivo compulsivo (TOC) en el contexto de una infeccion
estreptococica previa*. Esos mismos autores realizaron una
evaluacion longitudinal de dichos nifios, donde propusieron
las caracteristicas que definen al subgrupo: la presencia de
tics o sintomas TOC de aparicion abrupta, inicio prepuberal,
curso episodico, trastornos motores y asociacion temporal
de sintomas psiquiatricos con faringitis estreptococica*®. A
partir de estos antecedentes se ha postulado que la Corea
de Sydenham (CS), el Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC)
y el Sindrome de Tourette (ST) son trastornos neuroinmu-
noldgicos asociados con la presencia de anticuerpos que se
originan en respuesta a la infeccion por StrepA y que poseen
reaccion cruzada con el tejido cerebral™™.

En los ultimos afos, se han encontrado evidencias de
mecanismos autoinmunes que pueden estar directamen-
te implicados en la fisiopatologia de algunos subtipos de
TOCs, tales como el PANDAS*®. Aunque las infecciones por
StrepA ocasionan entre el 15y 30% de las faringitis agu-
das en edades pediatricas''?, s6lo un pequefo porcentaje
de los individuos desarrollan enfermedades autoinmunes
post-estreptocdcicas. Esto implica que estas enfermedades
solo se desarrollarian en un huésped susceptible que ha sido
infectado por un serotipo especifico de StrepA.

Las primeras pruebas de laboratorio utilizadas para de-
mostrar el posible origen autoinmune de las secuelas post-
estreptococicas neuro-psiquiatricas se basaban en determi-
nar la presencia sérica simultanea de anticuerpos contra la
proteina M de las membranas celulares estreptococicas y de
anticuerpos anti-neurales (AN)™'4'6, |a presencia de estos
anticuerpos evidenciaba que los individuos habian tenido
exposicion anterior a Estreptococos del grupo A. Dichos an-
ticuerpos persisten después de la infeccion estreptocdcica y
se mantienen después de varios afios de ocurrido el evento
infeccioso''. Dale y cols. identificaron antigenos presen-
tes en cerebro de humanos y ratas, a los cuales se unen los
anticuerpos AN presentes en individuos con enfermedades
neuropsiquiatricas post-infeccion por StrepA'™'. Los pesos
moleculares de esos antigenos son de 40, 45y 60 kDa y al ser
aislados fueron identificados como Piruvato Kinasa, Aldolasa
Cy Enolasa.

La temporalidad entre la infeccion por StrepA 'y la apa-
ricion de Tics o sintomas de TOC dificulta la identificacion de
las moléculas involucradas en el mecanismo de produccion
de la enfermedad. De aqui, que se hace necesario conocer
los factores involucrados en el inicio de Tic y/o sintomas
obsesivo-compulsivos en nifios después de la infeccion por
Strep para mejorar el diagnostico y/o tratamiento de estas
afecciones y contribuir al desarrollo de potenciales vacunas
para prevenirlas.

En este trabajo se determinaron los titulos de anticuer-
pos séricos contra Estreptococo (AS), tejido cerebral total
(AN) y la Enzima Enolasa Neuronal (AE) en nifios de Cuba y
México con trastornos psiquiatricos de inicio temprano, con
el objetivo de evaluar posibles pruebas como herramientas
de laboratorio para el diagnostico de PANDAS.

METODOLOGIA

Se seleccionaron al azar 37 pacientes con diagndstico de
trastorno obsesivo-compulsivo y/o tics de comienzo abrupto
y 12 individuos neurologica y psiquiatricamente normales,
menores de 18 afios, que habian sido atendidos en la Clinica
del Adolescente en La Habana o en la Clinica de Grupo Medi-
co Carracci de la Ciudad de México. Los sujetos participantes
o el representante legal de los mismos, en el caso de los me-
nores de edad, firmaron un asentimiento y consentimiento
informado, el cual fue autorizado previamente por el comité
de ética de las instituciones de salud involucradas.

Se consideraron criterios de exclusion antecedentes de
fiebre reumatica, Corea de Sydenham o trastornos autoin-
munes.

Se verifico que los pacientes presentaran trastorno
obsesivo-compulsivo y/o tics segln los criterios del Manual
Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales' (DSM-
IV) basandose en la entrevista psiquiatrica MINI (Modified
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Internacional Neuropsychiatric Interview) y la Clasificacion
Internacional de Enfermedades™ (ICD-10), que la aparicion
de los sintomas fuera de comienzo abrupto con un curso
episodico de inicio temprano (exacerbaciones agudas, inde-
pendientes del tiempo de evolucion) y que presentaran un
historial referido de infecciones a repeticion. La comorbi-
lidad y la severidad del padecimiento obsesivo-compulsivo
fueron evaluadas mediante las escalas y entrevistas diagnos-
ticas aprobadas por el Colegio Internacional del Estudio del
Trastorno Obsesivo Compulsivo (ICOCS), las cuales incluyen
cuestionarios del espectro obsesivo compulsivo y tics moto-
res. Dichos cuestionarios fueron validados previamente en
espafiol?®?'. Una vez reclutados los pacientes, se les aplico
las escalas estructuradas y semi-estructuradas para la eva-
luacion psicologica.

Se verifico también que los individuos del grupo con-
trol tuvieran un examen neuroldgico clinico y psiquiatrico
normal al momento del reclutamiento, no tuvieran antece-
dentes de infecciones a repeticion o de enfermedades neu-
rolégicas o psiquiatricas.

La composicion de la muestra por grupos de edades y
sexo se muestra en la Tabla 1. La edad de los participantes
fue entre 2 y 17 afios con una media (+ DS) de 11.5+4.3
afos. No hay diferencias entre la edad de los individuos del
grupo control y pacientes (P=0.05). Sin embargo, en el grupo
de los pacientes la frecuencia de individuos del género mas-
culino fue mayor que en el grupo control (Yates(X?)=6.23,
gl=1, P=0.013) (Tabla 1).

A todos los individuos participantes en el estudio se les
extrajo una muestra de sangre para la determinacion en
suero de titulos antiestreptolisina-O y la presencia de an-
ticuerpos contra tejido neural, enolasa neuronal y proteinas
totales de estreptococo.

Para la deteccion de los titulos antiestreptolisina-0
séricos se utilizo un kit de aglutinacion por latex para lo
cual se siguieron las especificaciones del fabricante (Centis
Diagnosticos® ASO-Latex, La Habana, Cuba). Los anticuerpos
contra estreptococo, enolasa cerebral y tejido neuronal se
detectaron en suero mediante la metodologia de ELISA de
tipo indirecto y se utilizaron como antigenos extractos tota-
les de StrepA y de cerebro de rata Wistar adulta y la proteina
Enolasa Neuronal humana.

Los extractos totales de estreptococos (StrepA) se ob-
tuvieron de la cepa Streptococcus pyogenes del grupo A
serotipo M3 ATCC 12384. Las bacterias se cultivaron a 37°C
durante toda la noche y se cosecharon por centrifugacion.
Las células bacterianas se sonicaron, se suspendieron en so-
lucion amortiguadora de fosfatos 0.1M, pH 7.4 (PBS 1X) y
almacenaron a -70°C hasta su uso.

Los antigenos anti-neurales se extrajeron del cerebro de
ratas macho Wistar adultas sanas homogenizando el tejido,

previamente congelado a -70°C, en reactivo de extraccion
de proteinas T-PER (Pierce, USA).

Las proteinas presentes en los extractos totales de
StrepA y de cerebro de rata se cuantificaron por el método
de Lowry y la verificacion de su integridad y peso molecular
se realizo mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE.

La Enzima Enolasa Neuronal (Neuron-specific enolase
from human brain, Sigma N4773) se diluyd segun las espe-
cificaciones del fabricante.

Para la realizacion de las pruebas mediante la metodo-
logia ELISA cada uno de los antigenos se diluyd en disolucion
amortiguadora de carbonato de sodio/bicarbonato 0.05M
(pH 9.6) a una concentracion de 2 pg/ml. Se adiciond 100
ul de dicha disolucion en los pozos de una placa de ELISA
y se dejo incubando toda la noche a 4°C. A continuacion
los pozos se lavaron 4 veces con Tween 0.05%. Los pozos
recubiertos con cada uno de los antigenos se incubaron con
leche descremada al 5% en PBS 1X, por 1 hora a 37°C y
nuevamente se lavo la placa 4 veces con Tween 0.05% (v/v).
A cada pozo se le adiciono 100 plL de suero del paciente di-
luido en PBS 1X mas Tween 0.05% y se dejo incubar 1 hora
a temperatura ambiente.

Posteriormente, se lavaron los pozos 4 veces con Tween
0.05% (v/v) y se les adicion6 a cada uno 100 pl de anti-
inmunoglobulina G humana conjugada a peroxidasa (Sig-
ma- Aldrich) diluida (1/10000) en 1% de leche descremada
en PBS 1X mas Tween 0.05% y se incubaron 1 hora a 37°C.
La placa se lavd 4 veces con Tween 0.05% (v/v), y finalmen-
te se adicion6 a cada pozo 100 pl de O-phenylenediamine
(OPD) al 0.1% como solucion reveladora, dejando transcurrir
la reaccion en la oscuridad por un maximo de 15 minutos.
La reaccion se detuvo adicionando 50 pl de H,S0, 2.5 M. Los
valores de absorbancia se leyeron a una longitud de onda
de 490 nm. Cada prueba se realizo al menos por triplicado a
cada participante en el estudio.

Para analizar los resultados se utilizé el paquete estadis-
tico StatSoft, Inc. (2007) STATISTICA (data analysis software

Tabla 1 Variables demograficas de los
individuos seleccionados
Controles  Pacientes Valor P
Individuos (n) 12 37
Edad (m+DS) 95+54 122+38 0.064*
. Femenino 7 (58.3) 6(16.2)
Género n (%) ) 0.013*
Masculino 5 (41.7) 31(83.8)

m: media; DS: desviacion estandar; * probabilidad de t en la
prueba t-student para muestras independientes a un nivel de
significacion (o) de 0.05; ** denota diferencias significativas entre
los grupos en la Prueba de Ji-Cuadrado («=0.05).
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Los resultados se expresan como la media + IC,, de la Densidad Optica a 490 nm (DO,,,) medida en el ELISA. Se verifico la
homocedasticidad de las mediciones mediante la prueba de Brown-ForSythe (o =0.05).
Figura 1 Titulos de anticuerpos anti-neurales (A), anti-enolasa (B) y anti-estreptococos (C) en pacientes y

controles

system. Version 8.0. www.statsoft.com). El nivel de significa-
cion fue de 0.05. Las variables continuas se compararon me-
diante la prueba de t-student para muestras independientes
o la T* de Hotelling, mientras que las dicotomicas mediante
la prueba de Ji-Cuadrado. La homocedasticidad de los datos
se evalud mediante la prueba de Brown-Forsythe.

Para considerar que los individuos del grupo pacientes,
fueran 'positivos' en cada una de las pruebas realizadas, se
calculo el valor de corte superior del ELISA como la media
de los valores de absorbancia obtenidos en el grupo control
para cada uno de los antigenos detectados, mas el intervalo
de confianza de la media al 95% (media + IC,.). La identifi-
cacion de los individuos del grupo control ‘positivos’ en cada
prueba, se realizd evaluando cada uno de ellos mediante la
técnica estadistica denominada ‘dejar uno fuera'. Esto es, se
excluyd un individuo del grupo control, se calculé la media
y el IC,, del grupo y se verifico si las determinaciones para
dicho individuo se encontraban dentro del intervalo media
+ IC,.. A continuacion se incluyo en el grupo, se excluyo el
siguiente individuo, se repitid el procedimiento anterior y asi
sucesivamente hasta evaluar cada uno de los individuos del
grupo control.

RESULTADOS

Al momento del reclutamiento aunque todos los indivi-
duos del grupo control estaban sanos y no referian infeccio-
nes por estreptococos el 25% de los mismos presento titulos
antiestreptolisina-0 igual a 200 Ul/ml. En todos los pacien-
tes se verifico la presencia de trastorno obsesivo- compul-
sivo pero solamente el 50% de ellos poseian tics motores
y/o vocales. La cantidad de individuos del sexo masculino
afectados sobrepaso a los del femenino (5.2:1) y la composi-
cion por género del grupo control y pacientes fue diferente

(Tabla 1). La totalidad de los pacientes poseian antecedentes
referidos de infecciones a repeticion incluidas por estrep-
tococos y al momento del reclutamiento el 21.6% de ellos
presentaron titulos antiestreptolisina-0 de 200 Ul/ml mien-
tras que en el 16.2% dichos titulos fueron superiores a las
400 Ul/ml.

Los titulos de anticuerpos anti-enolasa (AE) y anti-
estreptococos (AS) fueron mas elevados en pacientes que
en controles (t-student, t,=-2.17, P=0.035; t,=-2.68,
P=0.01, n=12 y 37/grupo, gl=47, nivel de significacion de
0.05), mientras que no se observaron diferencias en los ti-
tulos de anticuerpos anti-neurales (AN) entre ambos grupos
(P(t)=0.05) (Figura 1). Sin embargo, el andlisis del perfil con-
junto de los titulos de anticuerpos contra los tres antige-
nos difirio entre pacientes y controles (T2 de Hotelling=9.75,
F(3,45)= 3.11, P<0.036).

El porcentaje de individuos en el grupo pacientes posi-
tivos (titulos > media_  + IC,) en la prueba de deteccion
de anticuerpos AE fue superior (86.5%) que el del grupo
controles (16.7%) (Yates X*=17.64, P=0.00003, gl=1, n=49)
(Figura 2).

De igual forma, se observo una mayor cantidad de pa-
cientes positivos (86.5%) que de controles (33.3%) en la
prueba de deteccion de anticuerpos AS (Yates X?=10.55,
P=0.001, gl=1, n=49) (Figura 2).

No se detectaron diferencias entre la frecuencia de pa-
cientes y controles positivos en la prueba de deteccion de
anticuerpos AN séricos (P(Yates X2)=0.05) (Figura 2).

En el analisis global de la positividad en las pruebas de
deteccion de anticuerpos AN, AS y AE se encontrd que el
94.6% de los individuos del grupo de pacientes fue positi-
vo para al menos un anticuerpo, comparado con el grupo
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control en donde solamente se observé el 33.3% de los in-
dividuos (Yates X*=17.33, P=0.00003,gl=1, n=49). En con-
secuencia, la frecuencia de individuos en el grupo control
(simultaneamente negativos a los tres anticuerpos evalua-
dos) fue significativamente mayor que en el grupo de los
pacientes (P(Yates X?)<0.006). Sin embargo, la cantidad de
individuos en el grupo pacientes (51.4%) simultdneamente
positivos en las tres pruebas fue mayor que en el grupo con-
trol (8.3%) (Yates X*=5.27, P=0.022, gl=1, n=49) (Figura 3).

El perfil de titulos de anticuerpos contra los tres antige-
nos fue diferente entre pacientes y controles (P(T? de Hote-
Iling)<0.036) mientras que la frecuencia de pacientes positi-
vos simultaneamente a los tres anticuerpos (AN, AS y AE) fue
significativamente mayor que en los controles (P(X?)<0.05,
Figura 3), por lo que a este grupo de pacientes positivos los
podriamos etiquetar como PANDAS y a los individuos que
no presentaron ninguno de los tres anticuerpos podrian ser
considerados como verdaderos controles.

CONCLUSIONES

No obstante a que en las edades pediatricas existe una
exposicion recurrente al Streptococcus pyogenes en todos
los individuos''>?2 se encontrd una mayor proporcion de
pacientes con anticuerpos AS que de controles (Figura 2).
Este resultado sugiere que el StrepA pudiera estar implicado
en la etiopatogenia del trastorno obsesivo-compulsivo (TOC)
tal como ha sido comunicado por otros autores.”® Por otra
parte, la presencia de auto-anticuerpos contra enolasa en un

0 negativos simultdneamente en los
ELISA de deteccion de anticuerpos
anti-neurales (AN), anti-estreptococos
(AS) y anti-enolasa (AE)

mayor porcentaje de los pacientes en relacion a los controles
(Figura 2) es consistente con los informes de otros autores
acerca de este hallazgo en individuos con TOC e infecciones
previas y recurrentes por StrepA’®. En este estudio fue en-
contrada una frecuencia mayor de individuos del sexo mas-
culino que el femenino con trastorno obsesivo-compulsivo
de inicio en la edad pediatrica y antecedentes de infecciones
a repeticion (Tabla 1), lo cual estd en congruencia también
con lo comunicado previamente en la literatura y apunta
hacia la homogeneidad de los criterios diagnosticos de PAN-
DAS utilizados en el estudio®.

La ausencia de diferencias entre los titulos de anti-
cuerpos AN séricos podria deberse a la alta variabilidad que
mostraron los resultados de estas pruebas (Dscontro|=0'248
y DSpadms=0.272) 0 a que se utilizaron tejidos neurales de
rata, aunque se ha informado en la literatura que los mismos
se comportan como heteroantigenos en los pacientes con

PANDAS.™"7

El bajo porcentaje de verdaderos controles (participan-
tes del grupo control sin titulos de anticuerpos a los antige-
nos AN, AS y AE) podria ser debido a la exposicion repetida
a cepas de StrepA durante la vida, particularmente en la
infancia.

La determinacion de los titulos de anticuerpos séricos
AS, AN y AE pudiera ser de utilidad para diagnosticar tem-
pranamente a los pacientes con PANDAS y asi contribuir
a instaurar una terapéutica adecuada. A pesar de que las
pruebas propuestas no son especificas para el diagnostico
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de PANDAS, estos resultados brindan evidencias del posible
origen autoinmune de dicho trastorno y deben contribuir a
la busqueda de marcadores biologicos que pudieran estar
involucrados en la etiopatogenia del mismo.

La determinacion de la presencia simultanea de los tres
anticuerpos en individuos con TOC puede facilitar el diag-
noéstico oportuno de PANDAS vy al establecimiento de un
tratamiento especifico y no solo sintomatico desde el inicio
de la enfermedad. Seria conveniente implementar la detec-
cion de otros antigenos especificos del tejido cerebral y del
StrepA lo cual incrementaria la sensibilidad y especificidad
de estas pruebas.

LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DEL ESTUDIO

Una limitacion del presente estudio es la cantidad redu-
cida de participantes que fueron reclutados. En consecuen-
cia, los participantes pudieran no ser representativos de la
poblacion general. Esta investigacion también esta limitada
por su disefio transversal. Seria necesario realizar un estudio
confirmatorio mas extenso y un seguimiento longitudinal de
nifos con infecciones a repeticion que aun no hayan desa-
rrollado el trastorno obsesivo-compulsivo para poder hacer
una mejor evaluacion de la asociacion entre la presencia de
autoanticuerpos y dicho trastorno, asi como evaluar el po-
sible valor predictivo de estas pruebas y su valor en el diag-
nostico de PANDAS. Es recomendable también incrementar
la sensibilidad y especificidad de las pruebas propuestas para
detectar autoanticuerpos identificando previamente otras
moléculas implicadas en el trastorno.
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