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Inmunofenotipificacion de linfocitos T
como marcador diagnéstico de sepsis

neonatal tardia
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Introduccion

Dada la elevada morbimortalidad asociada con la sepsis
neonatal, es necesario un marcador diagnostico que pre-
diga la enfermedad antes de obtener el resultado del culti-
vo de sangre y/o liquido cefalorraquideo.

Se evaluaron los cambios en el inmunofenotipaje de los
linfocitos T CD4+ en neonatos con sepsis de comienzo tar-
dio con el fin de mejorar los resultados obtenidos con los
test diagnosticos empleados actualmente (proteina C reac-
tiva, indice neutrofilos inmaduros/neutrofilos totales, leu-
cocitosis).

Pacientes y métodos

Un estudio de cohortes prospectivo se llevo a cabo en
24 neonatos con sepsis de comienzo tardio y 48 recién na-
cidos controles no infectados, de edad gestacional igual o
inferior a 37 semanas. Se identificaron las subpoblaciones
de linfocitos T CD4+ en sangre periférica mediante tin-
cion con anticuerpos monoclonales y cuantificacion por
citometria de flujo. Se construyeron curvas de rendimien-
to diagnostico mediante regresion logistica.

Resultados

Como marcador de sepsis neonatal de comienzo tardio,
un porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45R0O+/CD45RA—
> 3,5 % muestra una sensibilidad del 94,1 %, una especifici-
dad del 69,2 %, un valor predictivo positivo del 80,0 %, va-
lor predictivo negativo del 90,0 %, y una odds ratio de 36,0
(p < 0,001). Cuando se combina este marcador con una
proteina C reactiva > 10,0 mg/1, la especificidad de esta
combinacion de marcadores aumenta al 94,7 % y el valor
predictivo positivo, al 85,7 %.

Conclusiones

Un porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA—
> 3,5% es un buen indicador de sepsis neonatal de co-
mienzo tardio en neonatos pretérmino. Y si se combina
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con una proteina C reactiva > 10,0 mg/1 el rendimiento
diagnostico mejora.
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T LYMPHOCYTE IMMUNOPHENOTYPE
AS A DIAGNOSTIC MARKER OF LATE-ONSET
NEONATAL SEPSIS

Background

Given the high risks associated with neonatal sepsis,
there is a need for a diagnostic marker that would predict
the disease before the results of blood or cerebrospinal
fluid cultures are available. We evaluated changes in the
CD4+ T lymphocyte immunophenotype in neonates with
late-onset sepsis to try to improve the test combinations
currently used (C reactive protein, immature:total neu-
trophil ratio, leukocytosis).

Patients and methods

We performed a prospective cohort study in 24 neo-
nates with late-onset sepsis and 48 non-infected controls
with a gestational age of 37 weeks or less. CD4+ T lym-
phocyte subpopulations in peripheral blood samples were
identified by labeling with monoclonal antibodies and
quantified by flow cytometry. Diagnostic performance
curves were constructed by logistic regression.

Results

As a marker of late-onset neonatal sepsis, a percentage
of CD4+/CD45R0O+/CD45RA- T lymphocytes of > 3.5 %
showed a sensitivity of 94.1 %, specificity of 69.2 %, posi-
tive predictive value of 80.0 %, negative predictive value
of 90.0 %, and odds ratio of 36.0 (p < 0.001). When we com-
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bined this marker with a C-reactive protein level of
> 10.0 mg/L, the specificity of this combination of tests in-
creased to 94.7 % and the positive predictive value to
85.7 %.

Conclusions

A percentage of CD4+/CD45R0+/CD45RA— T lympho-
cytes of > 3.5 % is an effective indicator of late-onset neo-
natal sepsis in preterm infants. If this marker is combined
with a C-reactive protein level of > 10.0 mg/1, its diagnostic
performance is improved.

Key words:
CD4+ T lympbocytes. Diagnosis. Inmunophbenotyping.
Late-onset neonatal sepsis.

INTRODUCCION

La sepsis neonatal es una enfermedad de baja inciden-
cia pero de elevada morbimortalidad asociada, lo que
conduce a la realizacion de muchos test analiticos cuando
se sospecha. No obstante, no existe en la actualidad nin-
gan marcador analitico que confirme o descarte con se-
guridad la infeccion en el neonato, y el clinico no puede
esperar a los resultados de los cultivos de sangre y/o li-
quido cefalorraquideo (LCR) para iniciar el tratamiento
antibiético. Esto ha conducido al uso de distintas com-
binaciones de test diagnosticos, con resultados muy dis-
paresl.

En un metaanalisis realizado sobre 194 estudios rela-
cionados con los test diagndsticos mas cominmente usa-
dos en la sepsis neonatal (variables hematologicas, pro-
teina C reactiva [PCR], cultivos de sangre), Fowlie y
Schmidt? publicaron en 1998 que la calidad de los méto-
dos usados para establecer la validez de los test diagnos-
ticos era generalmente pobre y que, incluso en los es-
tudios mas rigurosos, la precision de los test variaba
sustancialmente. Las razones de esta imprecision eran di-
versas e incluian la no distincion entre sepsis neonatal
de comienzo precoz o tardio, diferentes puntos de corte
para el mismo marcador y la introduccion de rangos de
edad gestacional muy amplios (24-42 semanas) en las se-
ries estudiadas.

A menudo, a pesar de que el recién nacido presenta
signos clinicos y datos analiticos indicativos de infeccion
bacteriana, los cultivos de sangre resultan negativos3-.
Esto se atribuye a una inadecuada proporcion entre la
cantidad de sangre extraida y el medio de cultivo usado,
a una bacteriemia intermitente o de baja densidad y al
uso creciente de antibidticos antes y durante el parto>S.

Erkeller-Yuksel et al” establecieron que, al nacer, = 91%
de las células T CD4 expresan CD45RA+ en su superficie,
y que la exposicion repetida al antigeno causa un cambio
del fenotipo CD45RA+/CD45RO- al CD45RA—/CD45RO+.
Consecuentemente, estos autores propusieron que las cé-
lulas CD45RA+ son quizd células no primadas por el anti-
geno. También observaron que los linfocitos T CD45RO+

aumentan lentamente desde el nacimiento hasta propor-
ciones aproximadas al 45% a la edad de 15-16 afios.

Este proceso de adquisicion del fenotipo memoria pare-
ce ser un proceso conducido por el patdgeno, mis que lo
que ocurre con otros factores, tales como la PCR. Las célu-
las memoria T CD4+ expresan en su superficie isoformas
alteradas de CD45 que regulan la interaccion del receptor
de la célula T con su correceptor. La molécula CD45 es una
tiroxina-fosfatasa transmembrana cuyo gen tiene tres exo-
nes variables (A, B, C), que codifican parte de una enzima
del dominio externo. La célula T naive tiene una isoforma
de alto peso molecular (CD45RA, con los 3 exones) que no
se asocia con receptor. Pero en la célula T memoria los
exones variables se pierden y la isoforma (CD45RO) se
asocia con ambos, el receptor de la célula T y con su co-
rreceptor. Este complejo receptor-correceptor parece tra-
ducir la senal mis efectivamente que el receptor de la cé-
lula T naive. Se cree que los cambios en el fenotipo
ocurren tras el contacto con el microorganismo patégeno y
no tras un proceso inflamatorio inespecifico.

En sangre de cordon umbilical de neonatos naci-
dos a término, Rabian-Herzog et al'® observaron que el
31,0 = 10,8% de los linfocitos T eran CD4+, comparado
con el 42,4 + 7,2% encontrado en sangre de adulto. En-
tre esos linfocitos T CD4+, el 63,8 = 12,7 % expresaba
CD45RA+ en su superficie. Esto sugiere que la poblacion
linfocitica dominante en el neonato es poblacion naive.

En 119 muestras de sangre de cordon, Michie y Har-
vey!l encontraron que el antigeno CD45RO+ estaba pre-
sente en menos del 10% de los linfocitos T de los neo-
natos control, y fue detectado en al menos el 17% de los
linfocitos T (p < 0,006) de los neonatos con infeccion
congénita probada. El modo de parto, la incompatibilidad
materno-fetal y la presencia de liquido tenido de meconio
no alteraban dichos resultados.

Resultados similares publicaron Briining et al'?, quienes
confirmaron que la proporcion de linfocitos T CD45RO+
en el punto de corte 9% mostraba una especificidad del
94,6% y una sensibilidad del 64,1% como marcador de
infeccion congénita o infeccion neonatal de comienzo
precoz debido a causa viral o toxoplasmosis.

Tezuka et al'3 sugirieron que la expresion aumentada
de CD45RO+ (en los linfocitos T, B y en las células natu-
ral killers [NKD podria actuar como marcador diagnosti-
co de sepsis neonatal, especialmente su determinacion en
los linfocitos T CD4+. Dichos autores observaron que al-
rededor del 90% de los linfocitos T en sangre de cordon
de neonatos a término expresaban CD45RA+/CD45RO-
y, como las concentraciones basales de CD45RO+ son ba-
jas, no sorprende que pequenos incrementos sean facil-
mente detectables.

En paralelo a este trabajo, Hodge et al'4 evaluaron el
fenotipo CD45RO y CD45RA/CD45RO (doblemente mar-
cado) en neonatos sanos e infectados, registrando ran-
gos de referencia para la expresion de CD45RA/CD45RO
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TABLA 1. Datos clinicos de los 72 neonatos examinados
segun el grupo de estudio

Sepsis neonatal

de comienzo Control
tardio(n = 24) =4
Edad gestacional (dias)* 241 (39,4) 252 (31,4
Edad posconcepcional (dias)* 250 (41,2) 259 (32,9)
Peso al nacer (g)* 1.915,8 (1.082,7) 2.468,6 (902,2)
Puntuacion de Apgar, 1 min** 8 (6-8) 9 (7-9)
Puntuacion de Apgar, 5 min** 9 (8-9) 10 (9-10)
Varon, n (%) 15 (62,5) 32 (66,6)

No existen diferencias significativas entre los grupos.
*Datos expresados como medias (desviacion estandar).
** Datos expresados como medianas (rango intercuartilico).

y CD45RO en neonatos control de menos del 11% y del
19%, respectivamente, con un valor predictivo positivo
(VPP) del 100%. Estos autores concluyeron que CD45RO
es un marcador de activacion tardia y que CD45RA/
CD45RO (doblemente marcado) es una marcador de acti-
vacion muy precoz (detectado en fases muy precoces de
la infeccion). No se encontraron diferencias significativas
en relacion con la edad gestacional, modo de parto, pre-
sencia de distrés respiratorio, isoinmunizacion o trata-
miento corticoideo o antibi6tico en la madre o el neo-
nato.

Nuestro estudio fue disenado para evaluar la utilidad de
los linfocitos T CD4+ como marcador diagnostico de sep-
sis neonatal de comienzo tardio en neonatos pretérmino.

PACIENTES Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio de cohortes prospectivo con
una muestra de 72 neonatos, menores de 259 dias de
edad gestacional, que se dividieron en dos grupos: sep-

sis tardia (n = 24) y controles no infectados (n = 48). Las
muestras de sangre venosa periférica del grupo sepsis se
obtuvieron en el momento en que la infeccion fue sos-
pechada, después de las primeras 72 h de vida.

La tabla 1 expone los datos clinicos de los 72 neonatos
examinados segun el grupo de estudio.

El grupo sepsis incluye recién nacidos con:

1. Factores de riesgo de sepsis de transmision hori-
zontal: catéter central o venoso, ventilacion mecanica, ali-
mentacion parenteral, intralipidos, sepsis previa y trata-
miento antibidtico previo, exsanguinotransfusion.

2. Signos clinicos de infeccion que comienzan pasa-
das las primeras 72 h de vida!>: malestar general, mala
perfusion periférica/cianosis/palidez cutanea, hipoto-
nia/letargia, disregulacion térmica/fiebre, hipotension,
distension abdominal, mala tolerancia digestiva/vomi-
tos/diarrea, hepatoesplenomegalia, ictericia, hipogluce-
mia, coagulacion intravascular diseminada, dificultad res-
piratoria/incremento de los requerimientos ventilatorios o
de oxigeno, irritabilidad, convulsiones.

3. Datos analiticos indicativos de infeccién: leucocito-
sis > 20.000/ml o leucopenia < 5.000/ml; indice neutrofi-
los inmaduros/neutréfilos totales (NI/NT) > 0,2; recuento
plaquetario < 150.000/ml; PCR > 10,0 mg/1.

4. Todos los neonatos del grupo sepsis recibieron tra-
tamiento antibiotico durante 7-10 dias.

La edad gestacional media de este grupo fue de 241 dias
y la edad posconcepcional media, de 250 dias (tabla 1).

En el grupo sepsis, 14 de 24 neonatos tuvieron cultivo
de sangre y/o LCR positivo. La tabla 2 muestra los mi-
croorganismos causantes.

Un total de 10 de los 24 neonatos incluidos en el gru-
po sepsis tuvieron cultivos negativos. Estos son los diag-

TABLA 2. Microorganismos causantes de la sepsis neonatal de comienzo tardio y diagnésticos al alta

ademas de sepsis tardia

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Microorganismo Episodios (n = 14/24) Diagnosticos
Estafilococos coagulasa negativa 5 Edema pulmonar bilateral, anemia, hipotension que precisé drogas vasoactivas
(2 cultivos positivos) Distrés respiratorio que requirié ventilacion mecanica
Quilotorax bilateral, neumotorax izquierdo
Neumonia
Enterocolitis necrosante
Streptococcus agalactiae 3 Meningitis, estatus convulsivo, SIADH
Meningitis
Sepsis
Escherichia coli 2 Infeccion del tracto urinario, insuficiencia renal (didlisis peritoneal por acidosis
e hiperpotasemia)
Infeccion del tracto urinario
Enterobacter spp. 2 Hemorragia intraventricular masiva

Sepsis
Infeccion del tracto urinario

Onfalitis

SIADH: sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética.
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nosticos en el momento del alta ademas de sepsis tardia:
un neonato fallecido por fallo multiorganico, un neonato
con neumonia del l6bulo superior derecho, un neona-
to con enterocolitis necrosante, dos neonatos con me-
ningitis (el LCR mostraba pleocitosis, hiperproteinorra-
quia, hipoglucorraquia, cultivo negativo).

El grupo control incluye neonatos ingresados en la uni-
dad neonatal a causa de sindrome de distrés respiratorio
tipo II, hijo de madre diabética, asfixia perinatal modera-
da, isoinmunizacion, bajo peso al nacer, hiperbilirrubine-
mia, hijo de madre usuaria de drogas por via parenteral,
malformacion del tracto urinario sin evidencia de infec-
cion, hipoglucemia, poliglobulia, nacidos de embarazo
no controlado, soplo sistolico. En resumen, el grupo con-
trol comprende neonatos con enfermedad no infecciosa.
Todos ellos evolucionaron favorablemente sin precisar
tratamiento antibidtico. Previamente se habia comproba-
do que no existian diferencias significativas en términos
de datos clinicos entre estos neonatos.

La edad gestacional media y posconcepcional media
fue 252 dias y 259 dias, respectivamente, para el grupo
control (p = 0,29 con respecto al grupo sepsis) (tabla 1).
De todos los neonatos asignados al grupo control se ob-
tuvo muestra de sangre después de las primeras 72 h de
vida.

Para la tincion de los linfocitos se us6 0,5 ml de sangre
venosa periférica que fueron recogidos en tubos con A4ci-
do etilendiaminotetraacético (EDTA) y conservados a
4 °C. Dos alicuotas de 20 pl de sangre completa se sepa-
raron en dos tubos diferentes (dos tubos por cada neona-
to, un tubo para anadir anticuerpos monoclonales mar-
cados con fluorocromo, y otro tubo para el control
isotipo, 40 pl en total). Los eritrocitos se lisaron (Immu-
noPrep® Reagent System, Beckman Coulter®) y se lava-
ron dos veces.

Se anadieron los siguientes anticuerpos monoclonales a
los tubos:

Tubo 1: 10 pl de CD45RA (mouse anti-human 1gG1,
CD45RA-PECy5, conjugado con tercer color) + 5 pl de
CD45RO (mouse monoclonal antibody to human
CD45RO conjugado a FITC [isotiacianato de fluoresceina,
verde]) + 2 pl de CD4 (mouse monoclonal antibody to
human CD4-RPE [CD4 R-ficoeritrina, rojo]) (CD45RA:
CD45RA-PECYy5, Cytognos, Avda. del Campo Charro, s/n.
37007 Salamanca; CD45RO y CD4: Caltag Laboratories,
1849 Old Bayshore Hwy., Suite 200, Burlingame. Califor-
nia, EE.UU.).

Tubo 2 (control isotipo): 10 wl mouse isotype control
IgG1-PECYS5, Cytognos + 5 wl de CD45RO mouse isotype
control 1gG2a-FITC (Caltag Laboratories) + 2 pl de CD4
mouse isotype control IgG2a-RPE (Caltag Laboratories).

Los tubos fueron incubados a 4 °C durante al menos
20 min, después se afiadid PBS (suero salino tampon fos-

fato) + BSA (albimina bovina al 0,3%) + EDTA, hasta al-
canzar 1 ml y se analiz6 por citometria de flujo. Este mé-
todo identifica los inmunofenotipos de las poblaciones
celulares de acuerdo con los antigenos de superficie.

Se calcul6 el indice NI/NT dividiendo el nimero de
precursores neutrofilos entre el total de neutrofilos. Un
indice hasta 0,2 se considera normall®-19.

La PCR se determind mediante nefelometria (Behring
Nephelometer Analyzer II), usando muestras de 0,5 ml de
sangre completa. Se define una PCR patologica cuando
excede 10,0 mg/13:20-23,

Las variables cuantitativas se resumen en su media y
desviacion estandar (DE). En todos los casos se com-
probo la distribucion de la variable frente a los modelos
teoricos. Se analizaron las diferencias en media entre los
grupos de estudio con el test de la t de Student (en com-
paraciones de una variable con dos categorias) y/o el
analisis de la variancia (ANOVA). En todos los casos se
comprob6 la distribucion de la variable frente a los mo-
delos tedricos y se contrasto la hipotesis de homogenei-
dad de varianzas.

Se estimaron las curvas de rendimiento diagndstico
para los marcadores con el fin de detectar los puntos dis-
criminativos o de corte de deteccion de sepsis. Se han
calculado las dreas bajo la curva y sus intervalos de con-
fianza (IC) del 95% para evaluar la capacidad diferencia-
dora global de los marcadores.

Se calcularon los siguientes indices de validez y su
IC 95%: sensibilidad, especificidad, VPP y valor predicti-
vo negativo (VPN), valor global de la prueba (VGP) (gra-
do en el que un test representa el valor verdadero) y ra-
z6n de verosimilitud positiva (RVP) y negativa (RVN).

Se ajustd un modelo de regresion logistica, con el ob-
jeto de evaluar qué marcador era mas predictor de sepsis.
En todos los casos se comprob6 la distribucion de la va-
riable frente a los modelos tedricos y se contrasto la hi-
potesis de homogeneidad de varianzas. En todos los con-
trastes de hipotesis se rechazo6 la hipotesis nula con un
error de tipo I o error a menor a 0,05. El paquete infor-
matico utilizado para el analisis fue SPSS para Windows
version 11.0.

RESULTADOS

Marcadores linfocitarios

El porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA-
fue significativamente mayor en el grupo sepsis neonatal
tardia frente al grupo control (7,0 £ 2,8% frente a
3,5+ 1,9%; p=0,00D) (tabla 3).

La figura 1 muestra que el area bajo la curva ROC (re-
cetver operating characteristic) de la variable porcentaje
de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- es 0,85 y que
el mejor punto de corte es superior al 3,5%. La curva
ROC también indica que para ese punto de corte superior
al 3,5%, como marcador de sepsis neonatal tardia, esta
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TABLA 3. Variables linfocitarias recogidas en los
72 neonatos examinados segtin el grupo
de estudio

variable muestra una sensibilidad del 94,1 % (IC 95 %:
69,2-99,7), una especificidad del 69,2% (IC 95%:
38,9-89,6), VPP del 80,0% (IC 95 %: 55,7-93,4), VPN del

Seneis neonatal 90,0% (IC 95%: 54,1-99,5), un VGP del 83,3% (IC 95 %:
PS. ? neonal ’ Control
Porcenaje  IC OO ardio (= 4g) o 64,5-93,7), RVP de 3,1 (1,3-7,0) y RVN de 0,1 (0,0-0,6)
et () Media (DE) (tabla 4).
- El porcentaje de linfocitos TCD4+/CD45RO+/CD45RA—
ROG/RAG) @) 35 1.9 0,001 superior al 3,5% alcanza una odds ratio de 36,0 (IC 95%:
RAG/ROG) 79663 849 6.0 0,02 3,5-373,2; p < 0,001), en la que la sensibilidad es del

RO(+)/RA(-): porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA—. 94.1% y la especiﬁcidad del 69 2%

RA(+)/RO(=): porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RA+/CD45RO-. ) R T .

DE: desviacion estandar. En el grupo sepsis neonatal tardia la media del por-
centaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- fue si-
milar para los neonatos con cultivo de sangre negativos

100 comparados con aquéllos con infeccion probada bacte-
' s mmm———l riolégicamente.
- ,

__} Proteina C reactiva
0.75 7 - o La figura 2 muestra que el 4rea bajo la curva ROC de
: la variable de PCR es 0,66 y el mejor punto de corte,
3 : > 10,0 mg/1. La curva ROC también indica que en ese
30504 _1 punto de corte superior al 10,0 mg/l, como marcador de
% : ’ sepsis neonatal tardia, esta variable muestra una sensibili-
@ : & dad de 57,1% (IC 95%: 29,6-81,2), especificidad del
025 4 68,4% (IC 95%: 43,5-86,4), VPP del 57,1% (IC 95 %:
! ‘ 29,6-81,2), VPN del 68,4 % (IC 95 %: 43,5-86,4), VGP del
' 63,6% (IC 95%: 45,1-79,0), RVP de 1,8 (0,8-4,0) y RVN de

I 0,6 (0,3-1,2) (tabla 4).

0,00 T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 . X . X
Especificidad Combinacién de test diagnésticos

Para comprobar si el marcador linfocitario propuesto

Figura 1. Curva ROC (receiver operating characteristics)
del pardametro porcentagje de linfocitos T CD4+/
CD45RO+/CD45RA- en el grupo sepsis neonatal
de comienzo tardio (n = 24) comparado con el
grupo control (n= 48). El drea bajo la curva es
de 0,85; el punto de corte optimo, de 3,5 % (sen-
sibilidad, 94,1 %; especificidad, 69,2 %).

podria mejorar la validez de las variables generalmente
usadas para el diagnostico de la sepsis neonatal (PCR,
NI/NT), se intentaron varias combinaciones de dichas
variables con nuestro marcador. Los mejores resultados se
obtuvieron con la combinacion de las variables linfocitos
T CD4+/CD45RO+/CD45RA-y PCR.

TABLA 4. indices de validez de criterio y su correspondiente intervalo de confianza del 95 % para los puntos de corte
identificados de las variables
SepSi;l Sensibilidad Especificidad VPP VPN RVP RVN
denc":n"smzo Controles (%) (%) (%) (%) vGP (%) (%)
" [IC 95 %] C95%]  [C95%] [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%]
tardio
RO(+)/RA(-) +) 16 4 94,1 69,2 80,0 90,0 83,3 3,1 0,1
>3,5 (©) 1 9 [69,2-99,7] [38,9-89,0] [55,7-93,4] [54,1-99,5] [64,5-93,71 [1,3-7,00  [0,0-0,6]
Total 17 13
RA+)/RO(-) (+) 14 5 82,4 61,5 73,7 72,7 73,3 2,1 0,3
< 84,5 (©) 3 8 [55,8-95,3] [32,3-84,9] [48,6-89,9] [39,3-92,71 [53,8-87,01 [1,0-4,4] [0,1-0,9]
Total 17 13
PCR > 10,0 mg/l (+) 8 6 57,1 68,4 57,1 68,4 63,6 18 0,6
© 6 13 [29,6-812]  [43,5-864] [29,6-81,2] [435-86,4] [451-79,01 [0,8-4,01 [0,3-1,2]
Total 14 19
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RO(+)/RA(-): porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- de mas del 3,5%; RA(+)/RO(-): porcentaje de linfocitos T CD4+/CD45RA+/CD45RO- por debajo
del 84,5%, y PCR > 10,0 mg/l, al comparar el grupo sepsis neonatal de comienzo tardio (n = 24) y el grupo control (n = 48).

IC: intervalo de confianza; PCR: proteina C reactiva; VGP: valor global de la prueba; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo;

RVP: razén de verosimilitud positiva; RVN: razén de verosimilitud negativa.
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La proporcidon de neonatos sanos mayores de 72 h de
vida que tienen una PCR inferior a 10,0 mg/1 y un por-
centaje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- por de-
bajo del 3,5% (especificidad) es del 94,7 % (IC 95 %:
71,9-99,7). La probabilidad de que un neonato con ambos
test positivos (PCR > 10,0 mg/1 y porcentaje de linfocitos
T CD4+/CD45RO+/CD45RA~ > 3,5%) tenga una sepsis
tardia (VPP) es del 85,7 % (IC 95 %: 42,0-99,2) (tabla 5). La
proporcion de neonatos infectados mayores de 72 h de
vida con ambos test positivos (PCR > 10,0 mg/l y porcen-
taje de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- > 3,5 %)
(sensibilidad) es del 100,0% (IC 95 %: 78,1-100,0), aun-
que, en este caso, la especificidad baja a 30,8% (IC 95 %:
10,4-61,1).

Finalmente, la probabilidad de que un neonato con am-
bos test negativos (PCR < 10,0 mg/l y porcentaje de linfo-
citos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- < 3,5%) no tenga una
sepsis tardia (VPN) es del 100,0% (IC 95 %: 39,6-100,0)
(tabla 5).

La inclusion del NI/NT en el punto de corte 0,2 no me-
jord la validez diagnostica del marcador linfocitario.

DiscusiON

Nuestros hallazgos reflejan que, como marcador de sep-
sis neonatal de comienzo tardio en neonatos pretérmino,
una proporcion de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA—
superior al 3,5% en sangre periférica tiene una sensibili-
dad del 94,1%, un VPP del 80% y un VPN del 90%, aun-
que con una especificidad del 69,2%. Asi, un neonato con
este marcador presenta una odds ratio para esta enferme-
dad de 36,0 (p < 0,00D).

La proporcidon de neonatos pretérmino sanos con una
PCR < 10,0 mg/1 y/o proporcién de linfocitos T CD4+/
CD45RO+/CD45RA- por debajo del 3,5% (especificidad)
es del 94,7 %, aunque con una sensibilidad del 46,2%. La
probabilidad de que un neonato con ambos test positivos
(PCR > 10,0 mg/1 y linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA~
> 3,5%) esté realmente infectado es del 85,7 % (VPP).

De esta forma, el uso de la combinacion de estos test
mejora la especificidad, el VPP y el VPN, del uso aislado de
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Figura 2. Curva ROC (receiver operating characteristics)
del parametro proteina C reactiva (mg/l) en el
grupo sepsis neonatal de comienzo tardio
(n=24) comparado con el grupo control
(n = 48). El drea bajo la curva es de 0,60, el
punto de corte optimo, de 10,0 mg/l (sensibili-
dad, 57,1 %; especificidad, 68,4 %).

la proporcion de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA—,
y también mejora la especificidad, el VPP, el VPN y el
VGP del uso aislado de la PCR.

Dado que algunos neonatos sufren mis de un episodio
de infeccidon nosocomial, también evaluamos el uso de
este marcador en neonatos con infeccién nosocomial re-
currente. Este analisis revel6 que las células CD45RO+ vol-
vian a las concentraciones observadas en los neonatos no
infectados, independientemente de si el neonato habia su-
frido uno o varios episodios de infeccion. De todas for-
mas, el tamano poblacional era demasiado pequeno para
establecer conclusiones definitivas a este respecto.

La proporcidon de neonatos pretérmino con sepsis tar-
dia con ambos test positivos (sensibilidad) es del 100 %.

TABLA 5. indices de validez de criterio y su correspondiente intervalo de confianza del 95 % para los puntos de corte

identificados de las variables

Sepsis neonatal de comienzo tardio

PCR > 10,0 mg/1 0 RO(+)/RA(-) > 3,5%

PCR > 10,0 mg/1 y RO(+)/RA(-) > 3,5%

Sensibilidad [% (IC 95%)]

Especificidad [% (IC 95 %)]

Valor predictivo positivo [% (IC 95%)]
Valor predictivo negativo [% (IC 95%)]
Valor global de la prueba

Razon de verosimilitud positiva (IC 95 %)

Razon de verosimilitud negativa (IC 95 %)

100,0 (78,1-100,0)
30,8 (10,4-61,1)
60,0 (40,7-76,8)

100,0 (39,6-100,0)
62,5 (43,7-78,3)

1,2 (09-1,4)
0,00 ()

40,2 (20,4-73,9)
94,7 (71,9-99,7)
85,7 (42,0-99,2)
70,8 (48,7-86,6)
74,2 (55,1-87,5)
8,3 (1,1-61,0)
0,6 (0,3-1,0)

PCR superior a 10,0 mg/l y RO(+)/RA(-) (linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA- de mis del 3,5%) combinados en un test diagnostico, al comparar el grupo sepsis
neonatal de comienzo tardio (n = 24) y el grupo control (n = 48).

IC: intervalo de confianza; PCR: proteina C reactiva.
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Y la probabilidad de que un neonato con ambos test ne-
gativos no tenga una sepsis tardia es del 100% (VPN).

Junto con el NI/NT, la PCR ha sido la variable mas am-
pliamente usada para el diagnostico de la sepsis neonatal.
De todas formas, la PCR tiene un bajo VPP, puesto que a
menudo se eleva en situaciones diferentes a la infeccion
(p. €j., asfixia perinatal, sindrome de distrés respiratorio,
hemorragia intracerebral, aspiracion meconial)®.

Aunque se han usado varios puntos de corte para la
PCR (> 6, 7, 9, 10 mg/D) y diferentes momentos para su
determinacion (horas, dias), existe mucha variacion en la
literatura médica acerca del valor diagnostico de la deter-
minacion de las concentraciones de la PCR, con rangos
de sensibilidad de 29-90 %, especificidad de 41-100 %,
VPP de 18-100% y VPN de 38-98%. Cuando varios mar-
cadores se combinan para el diagnostico de la sepsis neo-
natal existe también gran variacion. La combinacion mas
cominmente usada es la PCR junto a valores hematolo-
gicos (recuento leucocitario, NI/NT, recuento de neutro-
filos), lo cual arroja rangos de sensibilidad de 22-75 %,
de especificidad de 45-98%, de VPP de 9-71% y de VPN
de 63-95%?2.

Blommendahl et al? usaron PCR y procalcitonina como
marcadores para el diagnostico de sepsis neonatal. Cuan-
do una de estas variables es positiva, la sensibilidad de
la combinacion es del 75%, la especificidad del 84 %, el
VPP del 14% y el VPN del 96%. Cuando ambas variables
son positivas, los respectivos valores son del 58, 86, 28 y
96% (rangos no publicados). Ninguno de los marcadores
estudiados por dichos autores fue vilido por si solo.

Muchos autores argumentan que los diferentes puntos
de corte de las variables, los diferentes métodos de me-
dicion, el disenio de los estudios, la definicion de sepsis
y el amplio rango de edades posnatales son causantes de
la ausencia de consenso general acerca de la validez de los
marcadores de infeccion neonatal?5-20,

Desde hace algln tiempo, algunos autores defienden el
uso de diferentes puntos de corte para los marcadores
de sepsis neonatal seglin las horas de vida del neonato.
Por ejemplo, Chiesa et al?’ identificaron diferentes puntos
de corte para la PCR en funcidn de las horas de vida:
4 mg/l al nacer y 10 mg/l a las 24 h y 48 h de vida. Este
hallazgo es consistente con el valor 6ptimo de la PCR
para el diagnostico de la sepsis neonatal precoz de 5 mg/1
observado en nuestro estudio (antes de las primeras 72 h
de vida, resultados no mostrados), y 10 mg/l para la sep-
sis neonatal tardia (después de las primeras 72 h de vida).

Hodge et al?® publicaron que un conjunto de marca-
dores (CDGY en la superficie de las células NK, y
CD45RA, CD45RO, CD25 y CD69 en la superficie de los
linfocitos T de sangre periférica) es la combinacion mas
sensible y especifica para el diagnostico de sepsis neo-
natal. Al igual que nosotros, propusieron que los marca-
dores de activacion estudiados en la superficie de los lin-
focitos se estudian mas ficilmente que los marcadores
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en la superficie de los neutrofilos, puesto que estos ulti-
mos se alteran mas por la apoptosis y por los medios de
conservacion (heparina, EDTA).

Ng et al® rechazaron el uso de CD45RO como marca-
dor de sepsis nosocomial en su estudio con una poblacion
de neonatos de muy bajo peso al nacer al no alcanzar di-
cho marcador una sensibilidad y una especificidad del
75%. De todas formas, estos autores también sugirieron
el uso de una combinacion de marcadores (CD64, PCR,
interleucina 6 [IL-6)), al no encontrar ningin marcador va-
lido por si solo para el diagnostico de la sepsis neonatal.

Por el momento, ningn autor ha determinado el pun-
to de corte diferenciador de sepsis para la PCR, cuenta
leucocitaria, NI/NT o cualquier otro marcador, usando los
criterios de seleccion universalmente aceptados aplicados
a las diferentes edades gestacionales y edades poscon-
cepcionales3%31,

En el medio hospitalario, la determinacion de CD45RO
puede obtenerse en 120 min y su coste en nuestro cen-
tro equivale a 2,5 veces la determinacion de las concen-
traciones de PCR.

Nuestros hallazgos observados en neonatos de 37 se-
manas de edad gestacional o menos sugieren la validez de
la subpoblacion de linfocitos T CD4+/CD45RO+/CD45RA~
como marcador de sepsis neonatal de comienzo tardio. El
desarrollo de un método automatizado, reproducible y de
bajo coste para la determinacion de este marcador permi-
tiria su uso en hospitales de cualquier nivel.

Dado el escaso tamano de la muestra es necesario un
estudio mas amplio para comprobar estos resultados.
También es necesario para determinar si es un marcador
diagnostico valido para la sepsis precoz, e independiente
del peso al nacer, edad gestacional, microorganismo cau-
sante y tratamiento antibiético o corticoideo en la madre
o en el recién nacido.
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