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RESUMEN

La expresion del antigeno CD64 (receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la IgG)
aumenta en la superficie de neutréfilos durante los estados sépticos. Su utilidad diagnéstica
no se ha generalizado ya que ha habido a marcadas discrepancias entre los estudios
publicados. La procalcitonina es hoy aceptada como el mejor marcador de sepsis
bacteriana. Con el objetivo de estudiar el comportamiento de los niveles de CD64 en las
infecciones virales, seleccionamos una poblacion de pacientes con infeccion por
citomegalovirus a los que les se determiné ademas procalcitonina, proteina C reactiva,
leucocitos y linfocitos totales. EI CD64 se cuantificd por citometria de flujo, la proteina C
reactiva por inmunoturbidimetria, la procalcitonina y los anticuerpos para citomegalovirus
(IgG e IgM) por electroquimioluminiscencia; el citolégico se realiz6 en un contador

hematoldgico.

En los 23 pacientes estudiados (2-57 afios, 6 mujeres / 17 hombres) los niveles de
expresion de CD64 estuvieron aumentados (6000+3151 moléculas/célula), mientras que la
procalcitonina estuvo dentro de los valores de referencia. La proteina C reactiva estuvo
incrementada en 18/23 pacientes y en 13 casos hubo leucocitosis moderada. Todos los

pacientes cursaron con linfocitosis.

El incremento de los niveles de CD64 en pacientes con infecciones virales, particularmente
citomegalovirus, sin un aumento concomitante de procalcitonina, podria explicar, al menos
en parte, las discrepancias encontradas por otros autores al analizar el comportamiento de

estos biomarcadores en las sepsis bacterianas.
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INTRODUCCION

Se denomina antigeno CD64 al receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la 1gG
(FcyRI); se encuentra presente en la superficie de monocitos, eosindfilos y neutrofilos y
esté involucrado en los procesos de fagocitosis. Las citoquinas proinflamatorias inducen un
rapido incremento de la expresion de CD64 en neutréfilos. Este hallazgo ha llevado a
proponerlo como un biomarcador temprano de sepsis bacteriana similar a la procalcitonina,
(que también aumenta en la sepsis bacterianas). Ambas determinaciones tienen como
ventaja una mayor especificidad diagndstica que el recuento de leucocitos o la proteina C

reactiva (1-4).

La especificidad y sensibilidad de la expresion de CD64 en neutréfilos aplicada al
diagndstico de sepsis bacteriana son muy variables en la literatura, debido a disparidades
en los protocolos utilizados, en la forma de expresién de los resultados y en los criterios de
inclusiéon de los pacientes. Esta disparidad se ha visto reflejada en que no se ha llegado a un

consenso para su utilizacion (1,2,5).

Es bien sabido que el citomegalovirus (CMV) replica productivamente en leucocitos de
sangre periférica, (6,7) y que induce la expresion proteinas, tanto propias como virales, en

las células infectadas. Una de ellas es el FcyRI (8-11).

La cuantificaciébn de la expresion de CD64 ha sido siempre orientada al diagnostico de
sepsis bacterianas y no se ha profundizado su estudio en otro tipo de infecciones
Adicionalmente no se han investigado los casos en los que el aumento de expresion de
CD64 no se correlaciona con otros marcadores de sepsis como la procalcitonina o el

hemocultivo, ni con un cuadro clinico compatible (2).

El objetivo del presente estudio fue cuantificar los niveles de expresion de CD64 en
neutrdéfilos de pacientes que cursaban primoinfeccion por CMV y evaluar el comportamiento

de otros marcadores de inflamacion.



MATERIALES Y METODOS
Diseflamos un estudio analitico, prospectivo, transversal.

Pacientes: Se incluyeron en el estudio 23 pacientes ambulatorios (2-57 afios, 6 mujeres / 17
hombres)que acudieron al Laboratorio Central del Sanatorio Allende (Coérdoba, Argentina),
con sospecha clinica de infeccién por CMV y que fueron IgM positiva para CMV, entre Mayo
de 2014 y Junio de 2015.

Serologia: la determinaciones en suero de IgM e IgG para CMV se realizaron por
electroquimioluminscencia (EQL) en un equipo Elecsys 2010 (Roche Diagnostics). Aquellos
pacientes que resultaron positivos para IgM CMV fueron re-ensayados por

inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando improntas comerciales (MBL Bion).

Marcadores de Inflamacion: se determinaron con el objetivo de excluir el componente

inflamatorio causado por una infeccion bacteriana como causante del aumento de la
expresion de CD64. Los niveles de proteina C reactiva se analizaron en un equipo Modular
P800 (Roche Diagnostics; valor de referencia: <0,5mg%). Para procalcitonina se utilizé un
reactivo de EQL en un equipo Modular E170 (Roche Diagnostics; valor de
referencia:<0,50ng/ml). Los recuentos de leucocitos y férmulas leucocitarias se procesaron
en un CellDyn 3500 (Abbott) (valores de referencia <9,0 x10°L y <3,6 x10%L,

respectivamente).

Determinacién de niveles de CD64: El procesamiento de las muestras se realizd entre 4 y

6 horas posteriores a la extraccion de sangre anticoagulada con EDTA. A 25ulde sangre se
agrego 25ul de PBS y se incub6 con 3ul de anticuerpo monoclonal anti CD64 marcado con
ficoeritrina (Beckman-Coulter) durante 20 minutos. Posteriormente para lisar los eritrocitos
se agregaron 2ml de lisante conteniendo cloruro de amonio y se incub6 nuevamente por 20
minutos. Todos los procedimientos se hicieron a temperatura ambiente (en oscuridad). Se
utilizé un citbmetro CyFlowML (Partec). La ubicacién de la poblaciéon de neutréfilos se hizo
en base a las caracteristicas de side scatter y marcacion con CD64. (Figura |). Para el

analisis de la poblaciones se utilizé el software nativo del citbmetro (FloMax).

Para el célculo de los resultados se tomo el valor de la media geométrica de la intensidad de
fluorescencia (MIF) de la poblacion de neutréfilos y se la compard con una curva de
calibracion. Se estableci6 como valor de referencia 755 moleculas/células, obtenido por

Katoh y colaboradores (12).

Curva de calibracién: se realiz6 con el reactivo QuantiBRITE PE (Beckton Dickinson). El

mismo esta compuesto por microparticulas con 4 niveles definidos de moléculas de

ficoeritrina. Cuando las microparticulas son analizadas en el citbmetro, aparecen 4 picos de



fluorescencia (Figura Il).Usando el valor de MIF de cada pico se puede construir una curva
de calibracién que permite establecer la cantidad de moléculas de anticuerpo unidas por
célula en las muestras de los pacientes. Los célculos se efectuaron segun las instrucciones

del fabricante.

Estadistica: Para los célculos estadisticos se utilizd el programa MedCalc version demo. Se
aplico el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar la distribucion normal de los datos.
Los resultados se expresan como media + desviacion estdndar, para las series con
distribucion normal, y como mediana seguida del rango intercuartilico 25-75 para la proteina
C reactiva. Para establecer el nivel de significacién de la comparacién de las mediciones
frente a los valores de referencia se utilizo el test t de Student (variables paramétricas) y el
test de Wilcoxon (variable no paramétrica). Se consideraron significativas aquellas

diferencias con p<0,05.

Figura I: Ubicacion de las poblacién de neutrdfilos en base a las caracteristicas de Side

Scatter y a la marcacion con CD64/PE.
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Figura 2: Construccién de la curva de calibracion para el dosaje de CD64 con el kit
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Serologia para CMV: Todos los pacientes fueron positivos para IgM CMV por EQL con

indices de positividad superiores a dos veces el valor de corte. También fueron positivos por
IFI. El ensayo de IgG CMV EQL utilizado posee un valor de corte de 1 U/ml y es lineal hasta
500 U/ml. Todos los pacientes tuvieron valores inferiores a 15 U/ml, a excepcion de uno que
fue negativo. Los indicios clinicos, epidemioldgicos y de laboratorio concuerdan con una
primoinfeccion por CMV.

Marcadores de inflamacién: La proteina C reactiva fue mayor al valor de referencia en 18

de los 23 pacientes (1,9 1,3mg%, p=0,0004). El recuento de leucocitos estuvo ligeramente
aumentado en 13/23 pacientes (9,5i2,5x109/L, p=0,32), todos los pacientes cursaron con
linfocitosis (5,3 + 1,7x10°%L, p=0,0001), signo caracteristico de la infeccién por CMV. Los
niveles de procalcitonina se encontraron dentro de los valores de referencia en el 100% de
las muestras estudiadas (0,23+0,13ng/ml, p<0,0001), descartando de esta forma la

presencia de una infeccion bacteriana generalizada.

Niveles de expresién de CD64: Todos los pacientes incluidos en el estudio tuvieron valores

significativamente superiores al valor de referencia (rango 1269-11370,6000 =+
3151moléculas/célula, p<0,0001).



DISCUSION

La elevada mortalidad asociada a las septicemias bacterianas ha impulsado la busqueda de
biomarcadores tempranos que permitan identificar a los pacientes afectados y poder
establecer la terapia antibiética apropiada. Altos niveles de CD64 han sido correlacionados
con sepsis bacteriana por muchos autores, pero con diferentes niveles de utilidad cuando se
compara con otros biomarcadores, como la procalcitonina, el recuento de leucocitos y la
proteina C reactiva (5). En contraste hay relativamente pocos reportes que hablen de qué

ocurre con estos marcadores en las infecciones virales.

La proteina C reactiva, es un marcador de baja especificidad debido a que aumenta frente
a una gran variedad de causas de inflamacién. Nuestra poblacion de pacientes infectados
por CMV tuvo una elevacion moderada pero significativa de proteina C reactiva, tal como ha
sido reportado por otros autores (13-15). La procalcitonina, considerada uno de los
mejores marcadores de sepsis bacteriana(16),estuvo dentro de los valores de referencia en
todos los pacientes estudiados, coincidentemente con otros reportes (13,17).Muchas
infecciones virales inducen una leucocitosis moderada, principalmente a expensas del

aumento de linfocitos (17).

Los niveles de expresion de CD64 estuvieron por encima del valor establecido para la
poblacion saludable (12,18). Datos similares han sido reportados por otros autores: en la
publicacion de Jalava-Karvinen y colaboradores (19) se menciona que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre el aumento de niveles de CD64 para infecciones virales
y bacterianas. Incluso Mokuda y colaboradores (9) obtienen mayores valores de CD64 en
infecciones virales que en bacterianas no sépticas. Cabe destacar que ambos estudios se
hicieron con pacientes agrupados por tipo de infeccion (viral o bacteriana), pero no por
microorganismo causante. Hasta donde hemos podido profundizar, este es el primer reporte

realizado a partir de una poblacién de pacientes infectados solamente por CMV.

Como se mencionaba en la introduccion, las publicaciones en la materia han mostrado
resultados discrepantes sobre la utilidad de la cuantificacion de CD64 en neutréfilos en
pacientes que cursan sepsis bacteriana, cuando se compara esta determinacion frente a la
procalcitonina o al hemocultivo; sin embargo no se ha profundizado sobre las probables
causas de esas discrepancias. Este estudio da cuenta de que infecciones virales podrian ser

responsables de la falta de concordancia entre los marcadores mencionados (5,20,21).



Conclusiones

En nuestra cohorte de individuos cursando primoinfeccién por CMV los niveles de CD64 en
neutréfilos de sangre periférica estuvieron significativamente aumentados en el 100% de los
pacientes, mientras quela procalcitonina se mantuvo dentro de los valores de referencia.
Este hallazgo podria explicar ciertas discrepancias entre ambos marcadores y deberia ser
tenido en cuenta a la hora de plantear la utilidad de la medicién de los niveles de CD64 para
el diagndstico temprano de sepsis bacteriana. Un mayor nimero de casos, asi como el
estudio de este parametro en otras infecciones virales serian de utilidad para poder

generalizar las conclusiones arribadas.
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