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RESUMEN

El término sepsis es el concepto que se utiliza como sinébnimo de septicemia, que
es la afeccion generalizada que se produce por la presencia de microorganismos
patdgenos o de sus toxinas en la sangre, esto produce una respuesta sistémica
del organismo huésped ante la infeccion, con finalidad eminentemente defensiva.
Se ha demostrado que en periodos de infeccion tales como la sepsis hay
incremento y cambio morfolégico de los neutrofilos, siendo el Volumen Medio
Neutrofilico (VMN) un parametro capaz de detectar la variabilidad de estos, es
importante hacer uso de €l como un indicador diagndstico. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la utilidad y confiabilidad del VMN como prueba de escrutinio
para la deteccion de sepsis. Esta evaluacion se realizé en dos fases, en la
primera se analizaron 282 muestras de pacientes control para obtener el intervalo
de referencia del VMN (132 — 162 fL), asi como identificar la relacion de este
parametro con la edad, el género y el servicio hospitalario. La segunda fase del
estudio consistio en correlacionar el VMN con el frotis de sangre periférica y la
expresion de CD64 en neutrofilos por citometria de flujo, para lo cual se disefié un
protocolo estratégico que determinara la expresion de CD64, y asi analizar un

caso clinico control y uno séptico.

Con base en los resultados obtenidos se sugiere que el VMN es un parametro
confiable para ser utilizado como herramienta de uso diagnéstico en el laboratorio

clinico.
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Il. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que enfrenta el Servicio de Pediatria es la sepsis,
cuya fisiopatologia es compleja y rapidamente progresiva que puede conducir a la
muerte. En épocas anteriores existi6 gran confusion terminolégica sobre los
conceptos de infeccion bacteriana, sepsis, septicemia, sindrome séptico y estado de
choque séptico. La falta de una definicion precisa para estos términos cred gran
dificultad para valorar la gravedad de los procesos infecciosos y poder diferenciar las

etapas clinicas producidas por estos."

2.1 Sepsis
En agosto de 1991 los miembros del American Collage of Chest Physicians (ACCP)
celebraron, en Estados Unidos, una conferencia de consenso donde delinearon los
objetivos y acuerdos para una conceptualizacion uniforme que pudiera ser aplicada a
la sepsis y sus trastornos relacionados. En el marco de dicha conferencia, se resumié
en diferentes etapas evolutivas y con criterios clinicos simples, la relacion sepsis-
choque séptico, la que quedo estratificada en los siguientes estadios: 1) Infeccién; 2)
Liberacion de endotoxinas y productos microbianos; 3) Liberacion de mediadores de
la inflamacioén; 4) Sepsis; 5) Sindrome séptico con disfuncion multiorganica o sin
esta; 6) Choque séptico con disfuncién multiorganica o sin esta; 7) Recuperaciéon o
muerte como estado final. Todos ellos constituyen distintas fases en el curso de un
mismo proceso y en este contexto se debe valorar, tanto desde el punto de vista
fisiopatoldgico y diagndstico, como desde las acciones terapéuticas que cabe

proponer ante una situacién determinada.??
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De acuerdo con lo anterior, la sepsis y el estado de choque séptico se incluyen entre
las condiciones fatales mas frecuentemente encontradas en los hospitales
pediatricos del mundo. Casi una tercera parte de los niflos atendidos en las unidades
de terapia intensiva son admitidos con el diagndstico de sepsis y de 20 a 40 % de
estos presentan choque séptico. A pesar de los avances tecnoldgicos logrados en el
cuidado especializado de estos pacientes y del advenimiento de una gran cantidad
de farmacos antimicrobianos potentes, la letalidad atribuida a estas infecciones
sistémicas severas no ha sido reducida de forma sustancial, oscilan entre 20 y 60 %
de los nifios afectados.*®

La sepsis representa un conjunto de manifestaciones sistémicas causadas por la
respuesta inmune que presenta el huésped a la infeccidn, la cual esta destinada en
un principio, a favorecer su defensa. El reconocimiento del diagnéstico de esta
entidad clinica en el nifio ha transitado por un largo camino que comenzé hace mas
de dos décadas en relacion con una terminologia unificada para designar los

procesos relacionados con el sindrome séptico (Tabla 1).°




Tabla 1: Glosario de términos de procesos relacionados con sepsis.®

TERMINO DEFINICION
Infeccion Respuesta del huésped a la presencia de patdgenos.
Bacteriemia Presencia de bacterias viables en la sangre.
Sindrome de respuesta inflamatoria sistematica (SRIS) de origen

SRIS multifactorial. Presenta dos o0 mas de los hallazgos siguientes:

» Fiebre o hipotermia. » Leucocitosis.

» Taquicardia. » Leucopenia.

» Taquipnea. » Neutrofilia o bandemia.
Sepsis SRIS debido a una infeccién.

Sepsis con hipovolemia, acidosis lactica, oliguria, hipoxemia, pulsos
Sepsis severa | distales débiles, pobre llenado capilar, frialdad distal, alteracion
neurolégica aguda e hipotensién arterial.

Choque séptico | Sepsis severa que no responde rapidamente a la reposicion de
volumen y requiere del uso de drogas vasoactivas o inotropicas.
MODS Sindrome de disfuncién organica multiple (MODS). Es un fallo
progresivo de tres o mas sistemas organicos basicos.

2.2 Manifestaciones clinicas
El diagnéstico temprano y oportuno de sepsis neonatal no es facil porque las
manifestaciones clinicas son inespecificas y pueden avanzar rapidamente a estadios
mas avanzados. Los signos de alarma identificados por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) son: convulsiones, anorexia, dificultad respiratoria, hipoactividad y
polipnea.” Algunos otros son: distermias, ictericia, apneas (con mas frecuencia en
prematuros), distension abdominal, hepatomegalia, letargia, sangrados, palidez,
oliguria, cianosis, piel marmoérea, crisis convulsivas, irritabilidad, esplenomegalia,
vomito, diarrea, hipotensién arterial, petequias o equimosis, trombocitopenia y

acidosis.®®
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2.3 Etiologia

La sepsis puede ser causada por diferentes agentes infecciosos. Entre los mas
frecuentes predominan las bacterias; gram negativas como Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella sp., de los microorganismos
gram positivos, el estreptococo del grupo B (principalmente en Estados Unidos y
Europa), Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativo y Listeria
monocytogenes seguidas por los virus (adenovirus y citomegalovirus), parasitos
(Toxoplasma gondii) y, con menor frecuencias, los hongos (Candida sp.), entre otros,
de acuerdo con las caracteristicas del huésped, la edad y el lugar de la adquisicion

de la infeccion. %2

2.4 Epidemiologia

La sepsis, a escala mundial, es la principal causa de muerte en nifios y consumidora
de sustanciales recursos de salud, anualmente se notifica que 1,6 millones de
neonatos mueren por infeccion y 60 % de este total corresponden a enfermedades
notificables en paises en desarrollo. El panorama mundial en relacion con la sepsis
no es homogéneo, en los paises desarrollados como Estados Unidos, las vacunas
redujeron 99 % de las muertes a causa de las enfermedades que previene; mientras
que la problematica de los paises en desarrollo es otra, lo cual esta en relacion con
la no aplicacién de intervenciones relativamente simples que han demostrado ser
efectivas en la disminucion de la sepsis.™

Parafraseando lo sehalado por la OMS, la mayoria de las muertes de menores de 5

afos sigue siendo provocada por una pequefia cantidad de afecciones, entre ellas:




neumonia, enfermedad diarreica aguda, malaria y sarampion; asimismo, 80% de las
defunciones por esas causas podria atribuirse a sepsis. El problema adquiere suma
importancia cuando se considera que un gran numero de esos niflos vive en
diferentes partes del planeta, sobre todo en paises subdesarrollados, donde la
disponibilidad de recursos para proporcionarles un tratamiento eficaz es muy
limitada.' La mortalidad incrementa de 5% en SRIS al 55% en choque séptico. Cada
hora que el nifio permanece en choque aumenta en doble la mortalidad.’

En México no se conoce su incidencia, prevalencia ni impacto clinico, por lo que es
subestimada por las autoridades sanitarias, lo que refleja una falta de politicas
sanitarias, guias de diagnostico y manejo, asi como la asignacion de recursos para el

tratamiento e investigacion.'®

Como puede apreciarse, el proceso séptico constituye un verdadero problema de
salud a escala mundial y a él contribuyen diferentes factores, entre los mas
importantes se encuentran: la poca accesibilidad a los servicios de asistencia
meédica, el aumento de la supervivencia de los pacientes debilitados crénicos e
inmunodeprimidos, la mayor resistencia de los microorganismos patdgenos a los
agentes antimicrobianos empleados, el uso de procedimientos de diagndstico y
tratamientos mas agresivos y la poca voluntad politica de algunos gobiernos para

mejorar las condiciones que perpettan este fenémeno."”

2.5 Fisiopatologia
La fisiopatologia de la sepsis puede ser iniciada por el componente de la membrana

externa de microorganismos gramnegativos (lipopolisacarido, lipido A, endotoxina) o




los microorganismos grampositivos (acido lipoteicoico, peptidoglicano), asi como
componentes de virus, parasitos y hongos. La sefalizacion por estos mediadores se
produce a través de una familia de receptores transmembrana conocidos como
receptores tipo Toll. Dentro del monocito, se activa el factor nuclear kB (NF-kB), que
conduce a la produccién de citocinas proinflamatorias; el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1). EI TNF-a y la IL-1 conducen a la produccién de
mediadores téxicos, incluyendo las prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de
plaquetas, y la fosfolipasa A2. Estos mediadores dafan el revestimiento endotelial, lo
que conduce a un aumento de la fuga capilar. Ademas, estas citocinas conducen a la
produccion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y neutréfilos. La
interaccién endotelial con los neutrofilos conduce a una mayor lesidon endotelial a
través de la liberacion de éxido nitrico, un potente vasodilatador que conduce a un

choque séptico (Figura 1)."®

Binding of
lipapolysaccharide of

Binding of N
gram-negative bacilli —

peptidoglycan of

Release of NFixB
and transfer to
nucleus

ln\rcascd
activity of INOS

& — Increased NO

NO

|

Vasodilation

Activation and
binding of

macrephage

——

-

f
/

Endothelium

o s» CO14 gram-positive bacilli 2
~ / TLRZ
/ 1) /7 % 3 Transcription of
immuncemaodulatory cytokines

;’ j (TNF-a, interleukin-18,

=] / int »rlm.nm 10} Prostaglandins

-
Leukotrienes

Proteases

Oxidants

Figura 1. Transcripcion de citocinas y mediadores en sepsis.'®

Por otro lado el TNF-a y la IL-1 también tienen efectos directos sobre las vias de

coagulacion, viéndose activado el factor tisular, primer paso en la via extrinseca de




dicho proceso, que se expresa sobre las superficies del endotelio y de los
monocitos. Al estar activado el factor tisular conduce a la produccion de trombina,
formando coagulos de fibrina en la microvasculatura. La fibrindlisis, proceso por el
cual se regula la actividad coagulante, también se ve afectada ya que el TNF-a y la
IL-1 conducen a la produccion de inhibidor-1 del activador de plasmindégeno, un
potente inhibidor de la fibrindlisis (Figura 2)." Las citocinas proinflamatorias también
perturban moduladores de origen natural del cuerpo de la coagulacion y la
inflamacion, la proteina C activada y antitrombina. La proteina C circula como un
zimodgeno inactivo que en presencia de trombina y trombomodulina, proteina unida a
la superficie endotelial, se convierte a la proteina C activada.?® La proteina C
activada y su cofactor proteina S desactiva la produccién de trombina mediante la
escision de los factores Va y Vllla. La antitrombina es el segundo regulador
endotelial de origen natural afectado durante la sepsis. La antitrombina inhibe la
produccion de trombina en multiples pasos en la fase fluida de la hemostasia, asi

como mediante la unién y la inhibicién de la trombina directamente.?’
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Como resultado del ciclo de inflamacion y coagulacion se crea la diseminacion de
estos coagulos formados sin regulaciéon que al llegar a vasos de calibre pequefio
provocan taponamiento dando lugar a hipoxia del tejido y con ello infarto. Los
organos principalmente afectados son los pulmones, el higado y los rifiones. El fallo

multiple de estos érganos se produce y a menudo conducen a la muerte (Figura 3).22
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Figura 3. Falla organica.?

Asimismo, las citocinas proinflamatorias son detectadas en el plasma en las primeras
24 horas de su emision. Desde el punto de vista clinico, existe un periodo silente que
dura de 4 a 6 horas a partir del cual comienzan los sintomas y signos sutiles de la
respuesta inflamatoria sistémica (RIS): cambios en la frecuencia cardiaca y

respiratoria, aparente estado gripal y alteracion de la temperatura.? 24

A pesar del uso de antibidticos cada vez mas potentes y efectivos y de la
introduccidén de amplios avances tecnologicos que sostienen el estado hemodinamico

y las funciones organicas, la tasa de mortalidad por sepsis no ha cambiado




significativamente en los ultimos 30 afos. Ello significa que aun utilizando las
mejores terapéuticas disponibles, muchos pacientes con sepsis moriran y solo el
diagndstico y tratamiento oportuno podran asegurar una mayor supervivencia, estos
ultimos constituyen los pilares esenciales de una nueva estrategia. Comenzar las
acciones terapéuticas mas enérgicas en etapas iniciales del fenémeno, con vistas a

evitar o minimizar las lesiones organicas.?> %

La clave del éxito para la identificacion temprana de la sepsis radica en la busqueda
exhaustiva de los signos de RIS. Segun el analisis efectuado sobre la fisiopatologia e
independientemente de la existencia de patrones fulminantes y de progresion muy
diferentes de un paciente a otro, la posibilidad de que un individuo pase de un estado

de total normalidad a la gravedad extrema es realmente excepcional.?’

2.6 Neutrofilos
El neutréfilo se origina a partir de la célula progenitora pluripotencial la cual se
diferencia en unidades formadoras de colonias de granulocitos, eritroides, monocitos
y megacariocitos (UFC-GEMM), bajo estimulacion especifica de factores de
crecimiento y ciertas interleucinas (IL-3, IL-6). Después dicha célula es estimulada
para diferenciarse hacia la unidad formadora de colonias de granulocitos y monocitos
(UFC-GM) por los factores de crecimiento FEC-GM e IL-3, para promover de manera
selectiva la proliferacion, diferenciacion y maduracion de los neutrdfilos. El neutréfilo
pasa por seis etapas morfolégicamente identificables en el proceso de maduracion:
1) mieloblasto, 2) promielocito, 3) mielocito, 4) metamielocito, 5) banda y 6)

segmentado o neutréfilo polimorfonuclear (PMN). Los neutréfilos constituyen la
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mayor parte de los leucocitos circulantes, su numero absoluto varia entre 2.0 y 7.0 x
10%L. Con frecuencia, las alteraciones de la concentracion en la sangre periférica
son el signo de una patologia de fondo. La disminucion de neutréfilos denota
neutropenia y el paciente se encuentra en alto riesgo de desarrollar una infeccion si
no se aisla del ambiente normal, en cambio si la concentracion de neutrofilos se
encuentra elevada indica neutrofilia, con mayor frecuencia este padecimiento es el
resultado de la respuesta reactiva del cuerpo a la infeccién bacteriana, intoxicacion

metabolica, intoxicacion por farmacos o necrosis tisular.?®

2.6.1 Funcion
Los neutréfilos abandonan los vasos y migran a areas de lesién o infeccidn tisular, lo
que se realiza gracias a la adhesion de los neutréfilos a las células endoteliales de la
pared del vaso sanguineo y a la migracion subsecuente al interior del tejido; una vez

en éste el neutrdfilo fagocita y elimina los microorganismos invasores.?®

2.6.2 Cambios morfologicos
Las anormalidades morfoldgicas de los neutrdfilos pueden ser identificadas mediante
la observacién de las células en frotis tefiidos de sangre, las anormalidades
citoplasmaticas son mas comunes que las nucleares. La mayor parte de estos
cambios citoplasmaticos (cuerpos de Dohle, granulacion téxica y vacuolas) son

cambios transitorios relativos que acompafian a estados infecciosos (Figura 4).%2
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2.6.2.1 Cuerpos de Dohle
Los cuerpos de Dohle se desarrollan en el citoplasma de los granulocitos de
pacientes con infecciones o cuadros de estrés, son esféricos u ovalados, tienen
alrededor de 1-5 p de diametro y estan compuestos de cadenas paralelas de ARN
ribosémico. Su color varia de gris a celeste con la tincion. Aparecen inmediatamente
después del estrés lo que sugiere que afectan los depdsitos celulares. Si bien se
desconoce el mecanismo exacto mediante el cual se producen, se asocian con una
gran variedad de lesiones quimicas y fisicas como quemaduras, infecciones, cirugia

y embarazo.?

2.6.2.2 Gréanulos téxicos
La granulacion tdxica es la presencia adquirida de granulos primarios anormalmente
grandes o dominantes y es una respuesta al estrés causado por un cuadro infeccioso
o inflamatorio. La estimulacion celular, sobre todo en las células mas jévenes puede
provocar alteraciones en la membrana, que a su vez es la responsable de que los
granulos se observen mas grandes y mas oscuros con los procedimientos de tincion
habituales. La granulacion toxica tiene importancia clinica porque refleja un
prondstico ominoso. Un cuadro importante en el que la granulacion toxica no implica
muy mal prondstico es el que se observa en los casos tipicos en pacientes
medicados con FE-CGM. En este caso se cree que el exceso de estimulacion
acentua los cambios del desarrollo y que acorta el tiempo de transicién de la médula,
lo que provoca la aparicién de células mas jévenes y tdxicas con la tinciéon pero que

aun asi presentan una funcién normal.*
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2.6.2.3 Vacuolas citoplasmicas
Las vacuolas citoplasmicas se presentan como areas claras no tefiidas en el
citoplasma. Estas pueden representar la etapa terminal de la digestion del material
fagocitado o grasa u otras sustancias almacenadas. Aunque no son especificas, las
vacuolas citoplasmicas en los neutréfilos son un parametro sumamente sensible de
presencia de septicemia, suelen verse en los mismos trastornos que la granulacion

téxica y los cuerpos de Déhle.?®

Figura 4: Cambios morfoldgicos de los neutrdfilos.?
A) Granulacion téxica, B) Cuerpos de Doéhle y C) Vacuolas citoplasmicas.

2.7 Pruebas diagnosticas de sepsis
En la practica clinica los estudios mas utilizados para el diagndstico de sepsis son: el
hemocultivo, la citometria hematica, la identificacion morfolégica de células en frotis
de sangre periférica, la determinacién de los niveles de la proteina C reactiva (pCr),
niveles de procalcitonina (PCT) y la expresion de CD64 en leucocitos de sangre

periférica por citometria de flujo.>’
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2.7.1 Hemocultivo
El hemocultivo constituye uno de los procedimientos mas importantes que se realizan
en el laboratorio de microbiologia clinica. El factor mas importante que determina el
éxito de un hemocultivo es el volumen de sangre procesada. Por ejemplo, se
produce un incremento del 40% en la tasa de cultivos positivos para
microorganismos cuando se cultivan 20 mL de sangre en lugar de 10 mL debido a
que mas de la mitad de los pacientes septicémicos portan menos de un
microorganismo por mililitro de sangre. Por eso se debe recolectar aproximadamente
20 mL de sangre para cada hemocultivo en wun adulto, y volumenes
proporcionalmente menores en los nifos y en los neonatos. La desinfeccion
cuidadosa de la piel es un aspecto de gran importancia, ya que muchos pacientes
hospitalizados son susceptibles a infecciones con microorganismos que colonizan su
piel. Los signos clinicos de septicemia (p. ej., fiebre, escalofrios e hipotension)
aparecen como respuesta a la liberacion de toxinas por parte de los
microorganismos, estos signos se manifiestan hasta una hora después de que los
microorganismos hayan pasado a sangre. Por tanto, es posible que existan pocos o
ningun microorganismo en sangre cuando el paciente se torna febril. En
consecuencia, se recomienda recoger dos o tres muestras de sangre de forma
aleatoria durante un periodo de 24 horas. La mayor parte de las muestras de sangre
se inoculan en frascos rellenos de caldos de cultivo enriquecidos, estos se incuban a
37°C y se inspeccionan a intervalos regulares para observar el crecimiento
bacteriano. Cuando se detecta crecimiento, los caldos son subcultivados con el

propésito de aislar el microorganismo para su identificacion y las pruebas de
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sensibilidad a antimicrobianos. La mayor parte de los aislamientos con significacion
clinica se detectan en los 2 primeros dias de incubacion; sin embargo, todos los
cultivos se deben incubar a lo largo de un periodo minimo comprendido entre 5y 7
dias. Debido a la pequefa cantidad de microorganismos que estan presentes en la
sangre de un paciente séptico, no merece la pena tefir las extensiones con tincion

de Gram para su observacion al microscopio.*

2.7.2 Citometria hematica
El término citometria hematica se usa para referirse a la medicién de las células de la
sangre (citos = célula, metros = medida, haema, haematos = sangre). Dicho estudio
informa sobre el numero y las caracteristicas de las células de la sangre, los datos se
dividen en tres grandes grupos: datos de la serie roja, de la serie blanca y de la serie
trombocitica. Los principales hallazgos en periodos de infeccién como la sepsis es un
incremento de la cuenta total de los leucocitos (leucocitosis), asi como una cifra

elevada de neutrdfilos (>70%).%

2.7.3 Frotis de sangre periférica
Un extendido de sangre sirve para evaluar la morfologia de las tres lineas celulares
en busca de anomalias. La técnica recomendada para realizar el extendido requiere
de dos portaobjetos, en uno de ellos se colocara una gota de sangre de alrededor de
2 milimetros de diametro, el segundo portaobjeto se sostiene con firmeza con la
mano dominante a un angulo de 30° a 45° y se lleva hacia atras hasta tocar la gota
de sangre, dejando que esta se esparza en todo el ancho del portaobjeto, entonces

se empuja con rapidez y suavidad hacia adelante hasta el final del portaobjeto y se
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crea un extendido. Para tefir los extendidos de sangre periférica se usa la tincion
pura de Wright o Wright-Giemsa. Estas coloraciones se consideran policromaticas
porque contienen eosina y azul de metileno, el metanol presente en las coloraciones
fija las células al portaobjeto. El tehido real de las células o de los componentes no
tiene lugar hasta que se agrega el buffer. El azul de metileno oxidado y la eosina
forman un complejo tiazina-eosinato que tifie los componentes neutros. El buffer que
se agrega a la tincidon debe ser fosfato de sodio 0.05 M (pH 6.4) o agua destilada (pH
6.4 — 6.8). El azul de metileno libre es basico y tifie los componentes celulares acidos
(o basdfilos), como el ARN, la eosina libre es acida y tine los componentes basicos (o
eosindfilos), como la hemoglobina o los granulos eosindfilos. Los neutréfilos se
denominan asi porque tienen granulos citoplasmaticos con pH neutro y toman
algunas caracteristicas de tincion de ambas coloraciones. El examen del extendido
se evalua por microscopia de inmersion en aceite 100x, con este aumento los
neutrofilos segmentados pueden diferenciarse con facilidad de las formas en banda o
cayado, asi como los cambios morfolégicos que pueden sufrir estas células como:
granulaciones toxicas, cuerpos de Dohle y vacuolas citoplasmicas, siendo los

principales hallazgos durante procesos infecciosos como la sepsis.**

2.7.4 Proteina C reactiva
La proteina C reactiva es un reactante de fase aguda, proteina perteneciente a la
familia de las pentraxinas, sintetizada por el higado bajo la regulacién de citocinas
como interleucina-1 (IL-1), interleucina- 6 (IL-6) y TNF-a en respuesta a un proceso

inflamatorio. Tiene una vida media de 19 horas y su valor asciende precozmente
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dentro de las primeras 24 horas en el proceso inflamatorio que acompafa a la sepsis
a niveles maximos y se mantiene aumentada por varios dias aun después de

finalizado el proceso infeccioso.>

2.7.5 Procalcitonina
La procalcitonina es la pro-hormona de la calcitonina; sin embargo, la PCTy la
calcitonina son proteinas diferentes. La calcitonina es producida exclusivamente por
las células C de la tiroides después de un proceso especifico de protedlisis
intracelular de la pro-hormona PCT como respuesta a los estimulos hormonales
normales, mientras quela PCT puede ser producida ademas por células de
diferentes tipos y por diversos 6rganos como respuesta a los estimulos pro-
inflamatorios, particularmente por productos bacterianos. Sin embargo, en
infecciones bacterianas severas y sepsis,la PCT esta constituida de 116
aminoacidos precursora de la calcitonina (hormona peptidica de 32 aminoacidos). In
vivo es muy estable con un tiempo de vida media cerca de 24 horas. Las
concentraciones en personas sanas debe ser menor de 0,05 ng/mL y estas pueden
aumentar hasta 1000 ng/mL en pacientes con fiebre séptica. Generalmente se
interpretan las concentraciones mayores de 0,5 ng/mL como valores anormales que
sugieren un sindrome séptico. Los valores entre 0,5 y 2 ng/mL constituyen una zona
“gris” e incierta en lo que se refiere al diagndstico de la fiebre de origen bacteriano.
En estos casos se recomienda repetir la medicién entre las 6 y 24 horas
siguientes hasta identificar un diagndstico especifico. Los niveles por arriba de 2

ng/mL constituyen una alta probabilidad de un proceso infeccioso con consecuencias
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sistémicas, las concentraciones sobre 10 ng/mL se encuentran casi exclusivamente
en pacientes afectos de fiebre de origen bacteriano grave o de choque séptico. En
pacientes que presentan SIRS no bacteriana, se ha comprobado que los niveles de
PCT se encuentran generalmente en la franja de valores bajos (<1 ng/mL). No
obstante, después de un trauma multiple o de una intervencién quirdrgica mayor o
bien si se trata de quemaduras graves o de recién nacidos los niveles pueden
aumentar independientemente de un proceso infeccioso. Generalmente, el retorno a
los niveles normales es rapido y un segundo aumento puede interpretarse en estos
casos como el desarrollo del episodio de fiebre séptica. Las infecciones virales, la
colonizacion bacteriana, las infecciones localizadas, los trastornos alérgicos, las
afecciones de autoinmunidad y el rechazo de trasplantes normalmente no inducen

una respuesta significante de PCT (<0,5 ng/mL).>®

2.7.6 Citometria de flujo
La citometria de flujo es un método automatizado multiparamétrico y cuantitativo que
analiza las senalas dispersadas y fluorescentes producidas por una célula al pasar
por un haz de luz, estas medidas son realizadas mientras las células pasan en fila
por una celda de flujo a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo. La
citometria permite obtener informacién sobre la fisiologia, morfologia, genética y
diversidad de microorganismos, animales y plantas. La citometria es una tecnologia
de rapido crecimiento y desarrollo que permite examinar muchas propiedades de un
gran numero de células en poco tiempo. Algunos autores, definen a la citometria de

flujo como una tecnologia analitica que permite la medicidon simultdnea de varias
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caracteristicas de muestras biologicas. El principio se basa en que las células
suspendidas en un liquido pasan individualmente al frente de una fuente de luz
intensa (generalmente un laser) y los datos de la luz reflejada y de la fluorescencia
son recogidos y organizados en un archivo. Los analisis posteriores de las
poblaciones y subpoblaciones se producen mediante el uso de programas de
computo especializados lo cual permite obtener informacion valiosa para el
investigador o el clinico.

Este proceso fisico-quimico que ocurre con la muestra se logra por intermedio de los
tres componentes principales de un citdmetro de flujo:

e Sistema hidraulico: Controles neumatico y fluidos para establecer un flujo

laminar que permita a la suspension celular atravesar la camara de flujo.

o Sistema 6ptico: Una fuente de excitacion y un sistema de coleccion para

generar y recoger las sefiales luminosas. El sistema de excitacién consiste en
un laser de argdn con luz monocromatica de 488nm, lentes y prismas para
dirigir un rayo. El sistema de coleccién consiste en espejos 6pticos vy filtros
para encaminar determinadas longitudes de onda hacia detectores &pticos
determinados.

o Sistema electroinformatico: Convierte la luz dispersa en sefiales eléctricas y

las procesa para su analisis.
En términos técnicos la citometria de flujo indica tres cosas fundamentales sobre una
muestra en un experimento: 1) el tamafio relativo de las particulas o células a lo cual

se le denomina Forward Scatter (FS), esto no es mas que la luz que la particula o
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célula no deja transmitir de forma frontal y esta relacionado con su tamafo, el
instrumento transforma la sefial que es recolectada en el detector FS. 2) la
complejidad relativa interna o granularidad es la luz dispersada a un angulo de 90°
de la luz incidente del laser a Side Scatter (SS). Este parametro esta asociado con la
rugosidad de la superficie celular y la cantidad de organelos dentro de la célula, a
mayor cantidad de organelos o elementos en el interior de la célula mayor sera la
complejidad registrada en el detector SS. 3) la intensidad de la fluorescencia de
manera relativa (cuando la muestra ha sido tefida con anticuerpos marcados con
fluorocromos o con algun tipo de molécula fluorescente) indicando marcadores en la
célula contra los cuales los anticuerpos usados o los fluorocromos han sido dirigidos.
La fluorescencia ocurre cuando los fotones de una luz incidente chocan contra una
molécula (un fluorocromo) permitiendo que los electrones de los dobles enlaces
pasen a un nivel energético mas alto (excitado). El retorno de la molécula a un
estado de energia mas bajo estd acompafado por la emisién luz (la fluorescencia) y
a la pérdida de energia. Los métodos de tincion con fluorescencia generalmente son
rapidos y facilitan la visualizacién de las células en mezclas complejas de acuerdo a
sus caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas o propiedades taxondmicas. También
representa componentes especificos de las células como organelos, encimas o
marcadores de superficie.37

Recientemente, se ha prestado atencién a los antigenos de superficie de la célula
leucocitaria como marcadores diagnosticos de la sepsis. El antigeno CD64 de la
superficie de neutrdfilos, es regulado cuantitativamente al alza durante la infeccion y

la sepsis bajo la influencia de las citocinas inflamatorias. Este aumento de la
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densidad de superficie se produce de una manera escalonada en funciéon de la
intensidad del estimulo de las citocinas y de si la expresiéon de CD64 es estable
durante mas de 24 horas. Los progresos tecnoldgicos en citometria de flujo han
hecho posible cuantificar rapidamente con precision el antigeno CD64 expresado en

los neutrofilos.%®

2.8 Tratamiento
El manejo empirico inicial de antibidticos debe hacerse con base en la experiencia de
cada hospital, siempre teniendo en cuenta el patrén de resistencia y sensibilidad. En
sepsis neonatal temprana el tratamiento debe iniciarse con ampicilina y un
aminoglucosido (gentamicina 6 amikacina), en ocasiones especiales se puede
sustituir el aminoglucosido por cefotaxima. En recién nacidos con sepsis tardia
adquirida en la comunidad es posible utilizar el mismo esquema; sin embargo, en
sepsis nosocomial el tratamiento debe estar orientado a combatir los
microorganismos presentes en cada institucién. Se debe evitar el uso empirico de
antimicrobianos de amplio espectro; sin embargo, en situaciones especiales, se
requiere el empleo de cefalosporinas de tercera o cuarta generacion ¢ inclusive
carbapenems (cepas multiresistentes productoras de betalactamasas de espectro
extendido [BLEE]). Debido a la alta prevalencia de infecciones por estafilococo
coagulasa negativo, de manera empirica se puede utilizar vancomicina en sospecha
de sepsis nosocomial pero si los cultivos se reportan negativos en 48 horas esta se
debe suspender. El uso de pentoxifiina como adyuvante en el manejo de sepsis

reduce la mortalidad en neonatos pretérmino; sin embargo, debido a debilidades
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metodologicas de los estudios al respecto no es adecuado utilizarlo de manera
rutinaria hasta la obtencion de mejor evidencia. Dependiendo de las condiciones
clinicas del paciente en el caso de sepsis grave o choque séptico se debera
proporcionar apoyo ventilatorio, suministro de liquidos, aminas e incluso
corticoesteroides en el caso de hipotension refractaria a las mismas o en caso de
sospecha de insuficiencia suprarrenal. Es indispensable realizar la correccion del
equilibrio acido-base y proporcionar apoyo calérico y nutricional ya sea por via

enteral o parenteral seguin sea el caso.*

2.9 Tecnologia Volumen-Conductividad-Dispersiéon (VCS)
La tecnologia VCS es la herramienta mas potente disponible para el analisis de
células sanguineas, (por sus siglas en inglés corresponde al acrénimo de volumen,
conductividad y dispersion) esta tecnologia patentada ofrece la mayor sensibilidad,
especificidad y eficiencia de cualquier sistema de analisis de células disponibles en la
actualidad. El analisis comienza con una muestra preparada adecuadamente usando
una combinacién de reactivos y agitacion fisica en una camara de mezcla orbital, los
eritrocitos se lisan suavemente mientras que los leucocitos se mantienen lo mas
posible en su estado nativo. EI médulo analitico VCS del LH 780 Coulter se basa en
el principio de la citometria de flujo modificado para proporcionar mas informacion
sobre las células no tefidas.
e Volumen: Mide el volumen de los leucocitos, utilizando corriente directa que
no penetra la célula pero hace variar la impedancia, estimando el tamano de

cada célula que se desplaza en un diluyente isoténico.

22

—
| —



e Conductividad: Mediante una corriente de alta frecuencia penetra la célula y

describe las caracteristicas internas, incluida la composicion quimica y el
volumen nuclear.

e Dispersion: Cuando una célula pasa por la luz del rayo laser, la luz dispersada
se extiende en todas las direcciones. Esta dispersidén define caracteristicas de
superficie, forma de la célula y granularidad.

VCS es el unico analisis de un solo canal que utiliza 3 fuentes de energia
independientes para sondear aproximadamente 8192 células en su estado nativo.
Como cada uno de los mas de 8000 leucocitos o 32000 eritrocitos son analizados por
VCS, se les asigna una coordenada X, Y y Z en una matriz de 3 dimensiones. Las
células con caracteristicas similares forman grupos distintos en esta gama de mas de
16.7 millones de puntos de datos y con un sofisticado software se analizan estos
grupos para obtener la cantidad (expresada como un porcentaje de cada tipo de
célula), posicion (un indicador de la morfologia), y la densidad (util en la deteccion de

sub-poblaciones dentro de la clasificacién principal de células).** *!

2.10 Volumen Medio Neutrofilico
En la actualidad los autoanalizadores hematoldgicos cuentan con nuevos parametros
que han proporcionado grandes ventajas al alertar la existencia de anomalias
presentes en la muestra analizada. El Coulter LH 780 es capaz de evaluar el tamafo
de la célula (volumen), la composicion interna (conductividad), la granularidad
citoplasmatica y el tamano del nucleo celular (dispersion). Con base a esta

evaluacion proporcionada por la tecnologia VCS es posible determinar el Volumen
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Medio Neutrofilico (VMN), éste es un parametro capaz de detectar la variabilidad de
los cambios morfolégicos en los neutrdfilos, principalmente el tamafo y la
granularidad durante una infeccion aguda por lo que dicho parametro puede ser
utilizado como una herramienta en el diagnéstico oportuno de una infeccion sistémica

como es el caso de la sepsis.** 43
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ll.  JUSTIFICACION

Se ha observado que durante periodos agudos de infeccion como es el caso de la
sepsis, hay incremento y cambio morfolégico de los neutréfilos siendo el VMN un
parametro capaz de detectar la variabilidad de estos mediante la tecnologia VCS del
autoanalizador hematoldgico LH 780 proporcionado simultaneamente en la citometria
hematica, es importante hacer uso de él e implementarlo en el laboratorio clinico

como un parametro de uso diagnostico.
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IV. HIPOTESIS

El incremento del parametro VMN, obtenido a partir de la citometria hematica sera un

indicador primario en el diagndstico de sepsis en pacientes pediatricos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la utilidad del VMN como indicador primario de sepsis en el laboratorio

clinico.

5.2  Objetivos particulares

» Determinar el intervalo de referencia del VMN como marcador de sepsis en
pacientes pediatricos.

» Disenar un protocolo estratégico para determinar la expresion de CD64 en
neutrofilos por citometria de flujo.

» Evidenciar la utilidad del VMN en relacion con el frotis de sangre periférica y la

expresion de CD64 en neutrdfilos mediante el estudio de casos clinicos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestras bioldgicas
Sangre periférica anticoagulada con acido etildiaminotetraacético (EDTA) obtenida

en tubo al vacio, para la obtencion de sangre total.

5.2 Equipos
» Autoanalizador hematolégico; LH 780 Beckman Coulter.
» Microscopio; Carl ZEISS.

» Citémetro de flujo; FC 500 Beckman Coulter.

5.3 Muestra de estudio

Pacientes pediatricos de 0 a 18 afos de edad atendidos en el INP.

» Primera fase del estudio: 282 muestras control para obtener el intervalo de

referencia del VMN.

» Segunda fase del estudio: Un caso clinico control y uno séptico para

correlacionar el VMN con frotis de sangre periférica y expresion de CD64.
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5.4 Criterios deinclusion

Primera fase del estudio:

> Pacientes control: sin alteracion en la citometria hematica.

Seqgunda fase del estudio:

» Caso control: paciente sin alteracion en la citometria hematica.
» Caso séptico: paciente con alteracion en la citometria hematica y diagndstico

de sepsis.

5.5 Criterios de exclusion
Para ambas fases del estudio se excluyeron pacientes provenientes del servicio de

hemato-oncologia o que cursen con alguna patologia crénica.
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VIl. RESULTADOS

e Primera fase del estudio:

En esta fase del estudio se evaluaron 282 muestras de sangre periférica
anticoaguladas con EDTA de pacientes control sin alteracion en la citometria
hematica examinadas en el autoanalizador hematolégico LH 780 Beckman Coulter
en el cual se determina el valor del VMN, con el fin de obtener el intervalo de
referencia. El 56% de las muestras evaluadas corresponden al género masculino y el

44% al femenino (Figura 5).

® Masculino Femenino

Figura 5: Distribucién por género.

El intervalo de referencia para el VMN se establecio con el rango de valores
obtenidos que se encuentran dentro del 95% de la poblacion sana estudiada,
definida por mas/menos dos desviaciones estandar, dicho intervalo que se obtuvo es
de 132 — 162 fL. Ademas se observo que la distribucion del VMN es homogénea en
relacion con la edad de la poblacion examinada (Figura 6). Estos datos sugieren que

la edad no es un parametro que influya en los valores del VMN.
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Figura 6: Relacion VMN y edad.

En el analisis de los datos se puede observar que no hay diferencia entre géneros,

asi que el VMN no condiciona entre los individuos de cada género, (Figura 7).
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Figura 7: Relacion VMN y género.




La poblacion examinada corresponde a los servicios hospitalarios considerados de
bajo riesgo (gastroenterologia, gastonutricién, estomatologia, oftalmologia, ortopedia
y otorrinolaringologia) debido al origen de patologias no criticas atendidas en dichas
areas. Se observd que no existen diferencias significativas entre los valores del VMN
y los servicios hospitalarios estudiados, (Figura 8). Por lo tanto se sugiere que estos

servicios pueden ser considerados como grupo control.

2000
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Figura 8: Relaciéon VMN vy servicio hospitalario.

g
1

Por ultimo se observo que los valores obtenidos del VMN presentan una distribucion
normal, (Figura 9). Este hallazgo permitié establecer que los datos obtenidos se
pueden contrastar contra el grupo de muestras de pacientes con probable presencia

de infeccidn, siendo esto la segunda parte de este estudio.
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Figura 9: Distribucion normal del VMN.

e Seqgunda fase del estudio:

En esta fase del estudio se disefid un protocolo estratégico para determinar la
expresion de CD64 en el citdmetro de flujo FC 500 Beckman Coulter, en el cual se
establecieron los parametros que se deseaban analizar, asi como la verificacion del
mismo (Anexo 1). El protocolo de analisis disefado establece el uso de 3 alicuotas
de la muestra (Tabla 2). La primera es para evidenciar la autoflorescencia de la
muestra sin ningun fluorocromo, en la segunda se seleccionan las células CD45
(leucocitos) y CD24 (linfocitos y neutrdfilos) y la tercera contiene CD64 para reflejar

la presencia de neutrofilos activados.

Tabla 2: Preparacién de muestra para analisis de CD64.
Alicuota 1 Alicuota 2 Alicuota 3
100 uL de muestra | 100 yuL de muestra

+ +

100 yL de muestra 20 uL CD45 20 uL CD45
+ +

10 uL CD24 10 uL CD24
+

10 uL CD64
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El caso control analizado corresponde a un paciente de género femenino de 4 afios
de edad atendida en el servicio de consulta externa, los resultados de la citometria
hematica se encuentran dentro del intervalo de referencia; leucocitos 5.8 10%uL
(4.50-13.50), neutrdfilos 52.5% (36.3-75.5) y el VMN 138.9 fL (132-162), en el
conteo diferencial manual no se observaron células atipicas y en la citometria de
flujo, (Figura 10), el primer histograma identifica las poblaciones celulares totales SS
vs FS (A), en el siguiente CD45 (B) y en el ultimo CD24 (C) con el cual se separan
las poblaciones celulares correspondientes a linfocitos y neutrdfilos, con ello se

posiciono la ventana en funcién de la region de los neutrofilos.
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Figura 10: Histogramas de identificacion de poblaciones celulares, caso control.
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En el histograma de fluorescencia para CD64 se encuentra en la década 10° (regidon
negativa) lo que indica que no hay neutréfilos activados (A), asi como también se
muestra en el histograma de cuadrantes CD24 vs CD64 la region D4 identifica al

100% que no hay neutréfilos activados (B), (Figura 11).

[BIFLi Log

|ng|on Number *sTotal *eGated X-Mean Y-Mean
[ALL 2614 5128 100,00 0331 £

3 2

A) Fluorescencia CD64 B) Estadistica CD24 vs CD6&4

Figura 11: Histograma de fluorescencia y estadistica, caso control.

El caso séptico analizado corresponde a un paciente de género masculino recién
nacido, atendido en el servicio de neonatos, los resultados de la citometria hematica
se encuentran fuera de los rangos de referencia; leucocitos 24.4 x 10°uL (4.50—
13.50), neutrdfilos 83.5% (36.3—75.5) y el VMN 198.7 fL (132-162), en el conteo
diferencial manual se observaron neutréfilos con presencia de granulacion toxica y
vacuolas citoplasmicas. La concentracién sérica de la pCr fue de 17.4 mg/dL (0.001—
0.35) y en el hemocultivo se identificd Staphylococcus epidermidis. En la citometria
de flujo, (figura 12) el primer histograma identifica las poblaciones celulares totales

SS vs FS (A), en el siguiente CD45 (B) y en el ultimo CD24 (C), con el cual se
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separan las poblaciones celulares correspondientes a linfocitos y neutrdéfilos, con ello

se posiciono la ventana en funcién a la regién de los neutrofilos.
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Figura 12: Histogramas de identificacién de poblaciones celulares, caso séptico.

En el histograma de fluorescencia para CD64 se encuentra en la década 10" (region
positiva) lo que indica que hay un desplazamiento positivo y determina la presencia
de neutrdfilos activados en un 96.6% CD64 (A), asi como también en el histograma

de cuadrantes CD24 vs CD64, la region D2 identifica 95.5% de neutrdéfilos activados

CD64 (B).

36

—
| —



ALL AT T 1RGN
DT B SR kb wrs

(W] 7L Log

Repon Number %eTowal Selased Ndhean V.Nlesn
= e

IC

A) Fluorescencia CDG64 B) Estadistica CD24 -vs CDG4

Figura 13: Histograma de fluorescencia y estadistica, caso séptico.

Después se realizé una mezcla de alicuotas entre la alicuota 2 que solo contiene
marcador CD45 y CD24 con la 3 que ademas de CD45 y CD24 contiene también
CD64, esto con el fin de evidenciar el desplazamiento de fluorescencia de las
décadas 10° a 10", lo que nos refleja la diferencia de posicion de una muestra

negativa a una positiva (Figura 14).
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Figura 14: Mezcla de fluorescencia negativa con positiva.
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VIll. DISCUSION

Los resultados del presente estudio indican que la determinacion del parametro VMN
es una prueba que debe considerarse en el diagndstico de sepsis a la par de las
demas pruebas empleadas habitualmente.

El uso de analizadores hematoldgicos automatizados ha revolucionado la forma en
que la practica de laboratorio es capaz de examinar rapidamente un gran niumero de
células para proporcionar parametros de utilidad clinica. La tecnologia VCS del LH
780 Beckman Coulter, puede evaluar de forma automatica mas de 8000 glébulos
blancos usando mucho menos tiempo para el analisis diferencial y clasificacién en

comparacion con el recuento de diferencial manual.** 4!

En este estudio, se logré6 demostrar que los cambios morfolégicos observados en los
neutrofilos reactivos durante un episodio de infeccion bacteriana podrian medirse
cuantitativamente utilizando el analizador LH 780 Beckman Coulter. Se identificdé que
el VMN fue significativamente elevado en el caso séptico analizado (>162 fL), con
hemocultivo positivo, mayor recuento de glébulos blancos, neutrofilia y pCr elevada.
Bajo el mismo comportamiento quedan los resultados obtenidos por Chaves y cols.*®
en su estudio el grupo séptico analizado presenta el VMN alrededor de 156 +/- 13.5
fL, ademas también concluyen que el VMN es un hallazgo fortuito y es probable que

sea una medicion fiable para la deteccion de sepsis.
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Bagdasaryan y cols.®" demostraron que aunque la evaluacion de la expresion de
CD64 en leucocitos recientemente mejora la sensibilidad y especificidad del
diagnostico de infeccidn bacteriana, el parametro VMN que determina el LH 780
ofrece mas rapidez y es menos costoso. Sin duda, la precision diagndstica mejora si

se combinan ambos.

Asi mismo comparando nuestros resultados respecto al grupo de pacientes
analizados por Mardi y cols.** que obtuvieron un punto medio de referencia de 150 fL
muy similar al nuestro 148.26 fL; sin embargo, la evaluacion de ellos fue realizada en
poblacién adulta y no hay reportes en infantes. Ademas determinaron que el VMN es

el parametro mas predictivo frente a la proteina C reactiva.
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IX. CONCLUSION

El VMN es un parametro facil de obtener rapido y de bajo costo que nos proporciona
un valor muy predictivo en el diagndstico de sepsis y sugerimos que es confiable
como indicador primario para la deteccion de infeccién aguda.

Es de suma importancia resaltar que el valor del VMN se reporta en la citometria
hematica, una de las pruebas de rutina mayormente solicitada en el laboratorio
clinico por lo que se recomienda hacer uso de él como prueba diagnostica. Ademas
de que no implica un costo extra, tiempo ni la adicion de mas reactivos. Lo que es un
gran beneficio para el paciente y el laboratorio como soporte de diagndstico clinico.
El VMN se afadiria al perfil de hallazgos de laboratorio en sepsis, ademas de la
presencia de las manifestaciones clinicas que involucran esta patologia, lo que
quiere decir que no sustituye ninguna de las pruebas que conforma dicho perfil, sin
embargo puede considerarse como prueba de escrutinio que colaborara con una
mejor toma de decisiones y un diagndstico oportuno.

La expresion de CD64 en neutrdfilos por citometria de flujo tiene una alta sensibilidad
y especificidad en el diagnéstico de sepsis, por lo tanto se recomienda a futuras
investigaciones ampliar la poblacion de estudio para que sea estadisticamente
representativa la correlacion con el VMN, ya que el presente trabajo se limité a

evidenciar un solo caso séptico.
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X. ANEXOS
Anexo 1: Protocolo de estudio para identificacion de la expresién de CD64 en

neutroéfilos en el citdmetro de flujo FC 500 Beckman Coulter.
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