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RESUMEN

OBJETIVO: estudiar el comportamiento de los niveles de CD64 en pacientes de la
unidad de cuidados intensivos (UCI) y determinar su utilidad como indicador de sepsis.
Ademas, analizar si la combinacion de la expresiéon de CD64 y Procalcitonina (PCT)
mejora la identificacion de estos pacientes.

MATERIALES Y METODOS: se analizaron las concentraciones de PCT y CD64 en
103 pacientes de UCI con o sin pardmetros de sepsis, tal como lo define el American
College of Chest Physicians y la Society of Critical Care Medicine. La PCT se
cuantific6 por electroquimioluminiscencia en un equipo Modular E170 (Roche
Diagnostics), valor de referencia <0,50ng/mL y la determinacion de los niveles de
CD64 se realizé en un citometro CyFlowML (Partec). Para el andlisis estadistico se
utilizé el programa Instat y MedCalc, aplicando la prueba de Chi Cuadrado y andlisis
de curvas ROC para precision diagndstica, considerando estadisticamente significativa
p < 0,05.

RESULTADOS: Tanto la PCT como el CD64 fueron capaces de distinguir entre
pacientes con y sin sepsis. El area bajo la curva para la PCT fue de 0,798 (0,703-
0,873) y para CD64 en neutrdfilos fue de 0,742 (0,642-0,826) cuya sensibilidad fue de
63,08% y 64,62%, con especificidad de 87,10% y 80,65% respectivamente, ambas con
un p < 0,001. Ademas se vio que ambas variables tienen una asociacion
estadisticamente significativa entre si, p = 0,014, con un riesgo relativo (RR) de 1,765
(IC 95%: 1,129-2,759).

CONCLUSION: La expresion de CD64 en neutrdfilos tuvo una performance similar a la
PCT para identificar a pacientes con sepsis en UCI y su combinacién mejoré la

precision diagndstica.

Palabras claves: Expresion de CD64, Neutréfilos, Procalcitonina, Sepsis.
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INTRODUCCION

Los procesos infecciosos y mas aun la sepsis siguen siendo un reto en
pacientes hospitalizados, y junto con el shock séptico son las principales causas de
mortalidad hospitalaria(1). La sepsis es una disfuncion orgénica causada por una
respuesta desregulada del huésped a la infeccién, con una mortalidad mayor al
10%(2). Inicialmente la respuesta a la infeccion es neurohumoral, siendo tanto
proinflamatoria como antiinflamatoria de manera generalizada. Este proceso comienza
con la secrecibn de citoquinas que estimulan la activacibn de los monaocitos,
macrofagos y neutrofilos, los cuales interactian con las células endoteliales y células
presentadoras de antigenos a través de numerosos receptores de reconocimiento de
patdgenos(3),entre ellos el CD64. La sepsis es frecuente en pacientes ancianos,
inmunodeprimidos y criticamente enfermos, especialmente los que requieren cuidados
intensivos. En las primeras etapas, las manifestaciones clinicas de sepsis no son
especificas, sin embargo, la deteccién temprana es clave para establecer la terapia
antibidtica apropiada y asi reducir la mortalidad relacionada. Esto no es sencillo, ya
que no existen métodos rapidos y confiables para distinguir entre pacientes que estan
infectados realmente de los que no. Ademas el cultivo microbiolégico negativo no
siempre es excluyente de infeccion y se requieren largos periodos de incubacion(4).

Actualmente, varias pruebas basadas en la determinacion de parametros
sanguineos son investigadas para su uso en el diagnéstico de sepsis, principalmente
en fase temprana. La evidencia publicada apoya el uso de proteina C reactiva (PCR) y
la determinacién del nivel de procalcitonina (PCT), mientras que interleuquina 6 y la
intensidad de la expresion del receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la
Inmunogloblina G (FcyRI o CD64) en neutrdéfilos estan en estudio(5-8).

El CD64 se encuentra en la superficie de monocitos, eosinéfilos y neutréfilos, y
esta involucrado en los procesos de fagocitosis, y se ha visto que su expresion es
incipiente o minima en neutrdfilos en estado de reposo, y aumenta tras su activacion
por accion de citoquinas pro-inflamatorias, como Interferén y y factor estimulante de
colonias de granulocitos, producidas en respuesta a una infeccion o a la exposicion a
una endotoxina(9-11). Dentro de las 4-6 horas puede incrementar su valor hasta 10
veces, permitiendo asi una buena discriminacion entre los neutréfilos en reposo y los
activados(12,13). Este hallazgo permiti6 proponerlo como un biomarcador temprano
de sepsis bacteriana similar a la PCT, que también aumenta en estas situaciones.

Ambas determinaciones tienen como ventaja una mayor especificidad diagnéstica que
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el recuento de leucocitos o la proteina C reactiva(14-17), que si bien aumentan en
sepsis bacteriana también lo hacen en inflamacién, convirtiéndolos en marcadores
altamente sensibles y especificos para la infeccion sistémica y sepsis(18,19). Tanto la
especificidad como la sensibilidad reportadas de la expresion de CD64 en neutréfilos
aplicada al diagndstico de sepsis bacteriana, son muy variables, esto se deberia a la
disparidad en los protocolos utilizados, en la forma de expresién de los resultados y en
los criterios de inclusion de los pacientes, no obteniéndose aln un consenso para su
utilizacion(15,16,20).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el valor predictivo para sepsis bacteriana
de los niveles de expresién de CD64 en neutréfilos y PCT en pacientes internados en

UCI y determinar si la combinacion de ambos aumenta el mismo.



Evaluacion de la expresion de CD64 en neutrdéfilos y de procalcitonina como marcadores
diagnostico de sepsis

Gallard, Cintia Gisela
MATERIALES Y METODOS
Diseflamos un estudio analitico, prospectivo, transversal.

Pacientes: Se incluyeron en el estudio 103 pacientes adultos internados en la UCI del
Sanatorio Allende (Cdérdoba, Argentina) con sospecha clinica de infecciébn o sepsis,
entre Mayo y Junio de 2017. Se defini6 sepsis como la presencia de dos o mas
criterios de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS): temperatura
corporal >38°C o <36°C, frecuencia cardiaca >90 latidos/min., frecuencia respiratoria
>20 inspiraciones/min o PaCO2 <32mm Hg y Recuento de leucocitos >12,0 X10%L o
<4,0X10%L o formas inmaduras >10%, siguiendo los criterios del American College of
Chest Physicians y de la Society of Critical Care Medicine.

Marcadores de Inflamacion:

e La PCT se determind en suero por electroquimioluminiscncia en un equipo

Modular E170 siendo su valor de referencia <0,50ng/mL.

e El recuento de leucocitos y el valor absoluto de neutréfilos en sangre entera
anticoagulada con EDTA se cuantificaron en un CellDyn 3500 (Abbott) (valores

de referencia <9,0 x10°%L y <3,6 x10°%L, respectivamente).

e Los niveles de expresion de CD64 en neutréfilos se midieron entre las 4 y 6
horas posteriores a la extraccion utilizando sangre anticoagulada con EDTA.
Se incubaron 25ul de sangre con 25ul de PBS y 3ul de anticuerpo monoclonal
anti CD64 marcado con ficoeritrina (PE) (Beckman-Coulter) durante 20
minutos. Posteriormente, para lisar los eritrocitos, se agregaron 2 mL de lisante
conteniendo cloruro de amonio (Cicarell)) y se incub6 nuevamente por 20
minutos. Todos los procedimientos se realizaron a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se utiliz6 un citbmetro CyFlowML (Partec). La seleccién de la
poblacion de neutréfilos se hizo en base a las caracteristicas de complejidad y
a la intensidad de expresion de CD64. (Figura |). Para el analisis de las
poblaciones se utilizo el software nativo del citdmetro (FloMax), con el cual se
calculé el valor de la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (MIF)

de la poblacién de neutréfilos y se la comparé con la curva de calibracion.

Curva de calibracion: utilizamos el reactivo QuantiBRITE PE (BecktonDickinson) que

esta compuesto por microparticulas con 4 niveles definidos de moléculas de PE que al

ser analizadas en el citbmetro evidencian 4 picos de fluorescencia (Figura Il). Usando
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el valor de MIF de cada pico se puede construir una curva de calibracion que permite
establecer la cantidad de moléculas de anticuerpo unidas por célula (mol/cel) en las
muestras de los pacientes. Los célculos se efectuaron segun las instrucciones del
fabricante.

Estadistica: Para los calculos estadisticos se utilizaron los programas Instat y
MedCalc versién demo. Se aplicé el test de Chi Cuadrado para las comparaciones
entre variables. Ademas se analiz6 la precision diagnéstica mediante curvas ROC. Se

consideraron significativas aquellas diferencias con p<0,05.

Figura I: U bicacion de la poblacion de neutrofilos en base alas
caracteristicas de Complejidad y a la Expresion de CD64/PE.
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Figura II: Construccion de La curva de calibracion para el dosaje
de CD64 con el kit QuantiBrite PE (BektonDickinson).
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RESULTADOS

De los 103 pacientes estudiados, 8 fueron excluidos por no poder evaluar los
niveles de expresion de CD64 debido a leucopenia severa. De los 96 restantes, 65
presentaron criterios de sepsis (pacientes sépticos) y 31 no, siendo este el grupo
control (pacientes no sépticos). La mortalidad global fue del 30% y solamente 3
pacientes del grupo control fallecieron por infeccion intrahospitalaria con Klebsiella. El
75% de los pacientes con sepsis (n=50) presentaron criterios para shock séptico y en

el 41% de los pacientes sépticos el hemocultivo fue positivo.

Tanto la PCT como el CD64 fueron capaces de distinguir entre pacientes
sépticos y no sépticos. El AUC para la PCT fue de 0,798 (IC 95%: 0,703-0,873) y para
los niveles de expresion de CD64 en neutrofilos fue 0,742 (IC 95%: 0,642-0,826)
(Figura Ill). En cuanto al analisis de la curva ROC, el punto de corte con la mejor
sensibilidad y especificidad para el antigeno CD64 fue de 1150 mol/cel. La sensibilidad
y especificidad de la PCT y CD64 se muestran en la Tabla 1. Ademas, ambas
variables tenian una asociacion estadisticamente significativa entre si, con una p =
0,014 , con un riesgo relativo (RR) de 1,765 (IC 95%: 1,129-2,759) (Tabla 1).

Figura III: Curva ROC de PCT v CD64 en neutrofilos en la

identificacion de sepsis.
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El Valor Predictivo Positivo (VPP) de la PCT para diagnostico de sepsis fue de 91 % y
el Valor Predictivo Negativo (VPN) de 53 %; mientras que para la determinacion de moléculas
de CD64 en neutréfilos fueron 88 % y 52 %, respectivamente. El analisis simultaneo de PCT y
CD64 con respecto a sepsis proporciond un VPP del 93 % y un VPN del 72 % con una
sensibilidad del 75% y una especificidad del 92%.

Tabla 1: Sensibilidades y especificidades de PCT y CD64

VARIABLE S E p
PCT (ng/ml) 63,08% 87,10% p <0,001
CD64 (mol/cel) 64,62% 80,65% p <0,001
PCT + CD64 75,00% 92,00% p <0,001
PCT (ng/ml) vs CD64 (mol/cel) 60,42% 66,67% p=0,014

S: sensibilidad; E: especificidad; PCT: procalcitonina; CD64: determinacion del nimero de moléculas de CD64

expresadas en neutrdfilos.
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DISCUSION

Este estudio prospectivo observacional mostré que la combinacién de la
determinacién de la expresion de CD64 en neutrofilos y la PCT aumentan la precision
diagndstica para sepsis. Tanto la PCT como la expresion de CD64 distinguieron a los
pacientes sépticos de los no sépticos con AUC similares, 0,798 y 0,742,
respectivamente. Ambas curvas muestran que no existen diferencias significativas, es
decir que la exactitud diagnéstica es similar para ambas pruebas. Por lo cual a la hora
de seleccionar una de ellas se deberia tener en cuenta el mejor rendimiento costo-
beneficio, teniendo en cuenta costo de la prueba, el tiempo de entrega del resultado,

facilidad de interpretacién del mismo.

En el estudio de Li S. y col.,, encontré6 que en infecciones bacterianas la
sensibilidad y especificidad de CD64 en neutrofilos fueron del 76% y 85%
respectivamente, analizando una poblacion heterogénea en cuanto a edad, dado que
incluia desde neonatos a adultos, mientras que en nuestro estudio dichos valores de
sensibilidad y especificidad fueron un poco menores pero solo se incluyeron adultos
(20).

Muchos estudios, obtuvieron resultados contradictorios con respecto a la
precision diagnostica de CD64 en comparacion con PCT y han criticado la baja
sensibilidad de CD64 en neutrdfilos para el diagnéstico de sepsis (21,22), pero debido
a su alta especificidad, al combinarse con otro marcador mas sensible podria mejorar
su rendimiento (22,23). Sin embargo en nuestro estudio, la sensibilidad diagnéstica de
CD64 en neutrdfilos fue similar a la de la PCT y la combinacion de ambas pruebas
aumento tanto sensibilidad como especificidad. En cuanto al analisis simultaneo de
ambas determinaciones, PCT y CD64, observamos que aquellos pacientes con PCT y
CD64 con valores superiores a los puntos de corte la probabilidad de sepsis fue del
93%, por lo tanto, solamente 7 % de los pacientes recibiran un tratamiento antibiético

innecesario.

Una limitacion de nuestro estudio es el bajo numero de nuestras por lo cual
podria sobreestimar el rendimiento diagnoéstico de la expresion de CD64. Por otra
parte no clasificamos a nuestros pacientes segun el tipo de germen aislado (Gram
negativos - Gram positivos) en aquellos con hemocultivos positivos (41%), ni

consideramos las patologias de base (por ejemplo oncolégica).
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En conclusion, la expresion de CD64 en neutrdéfilos tuvo un rendimiento similar
al de la PCT para identificar pacientes con sepsis en UCI, con lo cual, las mediciones
de la expresién de CD64 podrian ser una herramienta prometedora para el diagnostico
precoz de sepsis. Ademds, se demostr6 que la combinacibn de ambas
determinaciones en simultdneo mejora la precision diagnostica y permitiria la
instauracion de tratamientos adecuados precozmente con el fin de reducir la
mortalidad.
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