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Resumen

Introduccion: la cuantificaciéon de subconjuntos de
linfocitos T se realiza de manera rutinaria en pacien-
tes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(VIH) por citometria de flujo, con el fin de estadi-
ficar la infeccion y la respuesta a la terapia antirre-
troviral. Aunque algunas casas comerciales sugieren
procesar las muestras en un periodo de 48 horas a
20-25 °C, no hay consenso acerca de las condiciones
de tiempo y temperatura en las cuales no hay afec-
tacion de los linfocitos T. Materiales y métodos: se
evaluaron 50 muestras de sangre total con anticoa-
gulante EDTA, provenientes del area metropolitana
de Medellin. Cada una fue expuesta bajo condicio-
nes de temperatura y tiempo de conservacion antes
de su procesamiento. Los puntos de tiempo inclu-
yeron < 12 horas (muestra inicial), 24, 48, 72, 96 y
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120 horas. Y a temperatura ambiente (20-25 °C) y
refrigeracion (4-8°). Resultados: variables como la
temperatura y el tiempo influyen en los recuentos de
las diferentes subpoblaciones linfocitarias; son mas
criticos los efectos de la temperatura ambiente sobre
el recuento y demas variables, que el paso del tiem-
po. La expresion CD4 fue el marcador mas estable;
por cada dia que se evaltio se redujo 0.08 cél/ul y
no fue estadisticamente significativo (IC 95%: 0.10-
0.01; p = 0.104). El marcador CD45, presentd ma-
yor reduccién en el recuento absoluto. Con el paso
de los dias, en promedio, disminuyeron 0.53 cél/ul,
dato que fue estadisticamente significativo (IC 95%:
-0.97-0.09; p = 0.016). Respecto a la viabilidad eva-
luada en los linfocitos totales, ésta permaneci6 alta
a temperatura de 4-8 °C durante 96 horas, con una
mediana de 72.7%.
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Abstract

Introduction: quantification of T-lymphocyte sub-
sets is routinely performed in patients with acquired
immunodeficiency syndrome (HIV) by flow cy-
tometry, in order to stage infection and response to
antiretroviral therapy. Although some commercial
houses suggest processing the samples in a period of
48 hours at 20-25 °C, there is no consensus about the
conditions of time and temperature in which the T
lymphocytes are not affected. Materials and meth-
ods: fifty whole blood samples with EDTA antico-
agulant from the Medellin metropolitan area were
evaluated. Each one was exposed under conditions
of temperature and storage time before processing.
Time points included < 12 hours (initial sample),
24, 48,72, 96 and 120 hours. And at room tempera-
ture (20-25 °C) and refrigeration (4-8 °C). Results:
variables such as temperature and time influence the
counts of the different lymphocyte subpopulations;
the effects of ambient temperature on the count and
other variables are more critical than the passage of
time. CD4 expression was the most stable marker;
For each day that was evaluated, it was reduced by
0.08 cells/pl and it was not statistically significant
(95% CI: 0.10-0.01; p = 0.104). The CD45 marker
presented a greater reduction in the absolute count.
Over the days, on average, 0.53 cells/pl decreased, a
fact that was statistically significant (95% CI: -0.97-
0.09; p = 0.016). Regarding the viability evaluated in
total lymphocytes, it remained high at a temperature
of 4-8 °C for 96 hours, with a median of 72.7%

Introduccion

Los linfocitos T son un grupo heterogéneo de células
especificas para el reconocimiento de antigenos™”.
Dado su papel determinante en el establecimiento
de las respuestas adaptativas de la respuesta inmune,
su recuento es de gran importancia en enfermeda-
des que se caracterizan por alteraciones en su nime-
ro y frecuencia, como en el sindrome de inmunode-
ficiencia adquirida (VIH). Con la citometria de flujo
(CMF) se estima el nimero de células CD4, para-
metro critico ttil para estadificar la infeccién y guiar
la toma de decisiones en cuanto a la conducta clini-
ca a seguir®. Uno de los puntos criticos de la fase
preanalitica de la CMF es el tiempo que transcurre
desde la toma de la muestra hasta su procesamiento
y la temperatura a la que esté expuesta, debido a que
las muestras se remiten a laboratorios de referencia
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desde otros lugares®. La casa comercial recomienda
realizar la tincidn de las muestras en un plazo de 48
horas”, mientras que otros proveedores aconsejan
analizar las muestras a las 24 horas®, autores como
Glencross, et al.® indican que utilizar estrategias de
analisis citométrico, como el “panleucogating”, faci-
lita la medicion precisa de CD4, incluso después de
la pérdida de las propiedades de dispersion directa,
hasta cinco dias luego de flebotomia.

La pérdida de estabilidad se traduce en cambios de
expresion de los marcadores, lo cual ocasiona alte-
raciones en los resultados que pueden conducir a
imprecisiones o fallos en las decisiones clinicas”.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la estabilidad de los linfocitos T CD45, CD3, CD4
y CD8 en diferentes condiciones de temperatura y
tiempo.

Materiales y métodos

Poblaciéon

Se evaluaron 50 muestras de sangre periférica con
anticoagulante EDTA, provenientes del drea metro-
politana de Medellin durante el afio 2021, que tenian
solicitud para el recuento de linfocitos T CD3, CD8,
CD45 y CD4, y cuyo tiempo de toma de muestra
fuera menor a 12 horas. El procesamiento se desa-
rrolld en el laboratorio Synlab SAS. Las 50 muestras
correspondieron a 36 pacientes con diagnodstico pre-
vio de VIH (carga viral por PCR tiempo real) y 14
pacientes que no contaban con datos de carga viral
en la institucion. Cada muestra se evalué en 6 mo-
mentos en el tiempo (< 12, 24, 48, 72, 96 y 120 ho-
ras) y en dos temperaturas (4-8 °C y 20-25 °C), para
un total de 550 mediciones de linfocitos T, para esto
se realizaron 10 alicuotas con 250 pl de sangre total
con EDTA, en tubos plasticos Eppendorf de 1.5 ml

Este proyecto cuenta con el aval de la institucion,
no hubo contacto directo con el participante, ni se
tomo informacion sensible de su historia clinica, ni
datos personales que puedan identificar al paciente,
por lo tanto, se respetaron los principios de confi-
dencialidad y la custodia de datos sensibles. Asimis-
mo la institucién, en el consentimiento informado
que aplica a todo paciente que se realiza un examen,
contempla lo establecido en la Ley Colombiana 1581
de 2012, sobre la proteccidon de datos, por lo tanto, el
compromiso con la institucion fue de uso exclusivo
para esta investigacion cientifica que sélo implica un
estudio de calidad de muestra y no incluye estudios
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genéticos, ni modificaciones a la muestra de otro
uso.

Cuantificacion de linfocitos T CD3, CD8, CD45 y
CD4

Para la cuantificacién de los linfocitos T CD3, CD8,
CD45 y CD4 se realizo el siguiente procedimiento:
se depositaron 50 pl en los tubos BD Truocunt. Lue-
go se adicionaron 20 ul del reactivo BD multitest,
que contiene anticuerpos monoclonales marcados
con diferentes fluorocromos: anti-CD3 con FITC
clon SK7, anti-CD8 marcado con PE clon SK1, an-
ti-CD45 con PerCP clon 2D1 y CD4 marcado con
APC clon SK3 y se analizé por el citémetro de flujo
BD FACSLyric ™, utilizando el programa BD facs cli-
nical.

Viabilidad de linfocitos T totales

Se utilizé un tubo de poliestireno, se dispensaron 50
ul de la muestra por pipeteo inverso y se adicionaron
5 ul de CD45 FITC y 5 pl del reactivo de viabilidad
actinomicina D (7AAD), luego fue analizado en el
citometro BD FACSLyric™, utilizando el programa
BD facs suite.

Se realizd la evaluacién de dos niveles de control CD
check plus, el cual es un control de sangre completo,
con analisis de valores (absolutos y relativos) de lin-
focitos T CD45, CD3, CD4 y CD8, disponible en dos
niveles clinicamente relevantes de células CD4*®.
Ademas, el laboratorio cuenta con el control exter-
no del Colegio Americano de Patélogos (CAP), que
aprueba de manera satisfactoria.
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Analisis estadistico

Todas las variables cuantitativas fueron expresadas
con la mediana y el rango intercuartil, las diferencias
en la mediana de los recuentos absolutos de CD45,
CD4, CD8 y CD3 en el tiempo, fueron comparadas
con la prueba de rango de Wilcoxon para muestras
pareadas. Se analizé cada una de las temperaturas
evaluadas (ambiente 20-25 °C'y refrigeracion 4-8 °C).
Por otro lado, y con el fin de comparar el efecto in-
dependiente de las variables de tiempo y tempera-
tura en los desenlaces de interés (viabilidad de los
linfocitos T totales, recuento de valores absolutos, e
intensidad media de fluorescencia de los linfocitos
T CD45, CD4, CD8 y CD3), se utiliz6 un modelo
de ecuaciones de estimacion generalizada (GEE, del
inglés generalized estimating equations).

Resultados

De 50 muestras estudiadas, la mayoria correspondio6
a hombres (80%; n = 40), con una mediana de edad
de 34 anos (RIC: 26-39).

Viabilidad de linfocitos T totales

En la observacion de la viabilidad de linfocitos tota-
les con CD45 FITC y 7AAD se encontr6 que los re-
sultados de las medianas son mayores a temperatura
de refrigeracion (Figura 1). Dicha viabilidad dismi-
nuye, en promedio, 0.51% por cada dia que pasa se-
gun el modelo GEE (Tabla 2). Respecto a la tempe-
ratura, se evidencié mayor reduccion a temperatura
ambiente, con 22.24 % (IC 95%: -22.24 a -20.05; p <
0.001) (Tabla 1).

Figura 1. Medianas de la viabilidad de linfocitos a temperatura ambiente y de refrigeracion.
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Recuento absoluto de linfocitos totales

A temperatura ambiente (20-25 °C), la mediana de
la medicion basal (< 12 horas) del recuento absoluto
de CD45 fue de 1727 cél/pl y disminuy6 a medida
que paso el tiempo (Figura 2), con una mediana de
1564.5 cél/ul a las 120 horas y una pérdida de 9.4%
de células (Tabla 2). Por su parte, a 4 °C se obser-
v6 un ligero incremento del recuento a las 48 horas,
con una mediana de 1840 cél/ul confrontado con la
medicion basal, que luego disminuy6 a las 72 horas

(Tabla 2). Los resultados obtenidos por el modelo
GEE evidenciaron asociacion estadisticamente sig-
nificativa entre el tiempo y el recuento de linfocitos
totales. De esta manera, por cada dia que la muestra
fue almacenada, hubo una reduccién en promedio
de 0.53 cél/pl (IC 95%: -0.97 a -0.09, p = 0.016) inde-
pendiente de la temperatura. Ademas, el marcador
CD45 present6 mayor reduccion del recuento abso-
luto a temperatura ambiente, en comparaciéon con
los demas anticuerpos evaluados (Tabla 3).

Tabla 1. Modelo GEE con un intervalo de confianza del 95 % y valor de p de la mediana de viabilidad
de linfocitos totales evaluados en un periodo de tiempo (basal, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) a temperatura
ambiente y de refrigeracion

Variables Coeficiente ajustado Intervalo de confianza Valor p
95%

Tiempo -0.512 -0.54 -0.48 <0.001*

Temperatura -22.24b -24.44 -20.05 <0.001*

a Coeficiente ajustado por la temperatura *valores de p estadisticamente significativo
b Coeficiente ajustado por el tiempo.

Figura 2. Medianas del recuento absoluto de los linfocitos T CD45 (panel A), CD3 (panel B) CD4 (panel C) y
CD8 (panel D), en relacion con el tiempo (0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) a temperatura ambiente y refrigeracion
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Tabla 2. Prueba de rango de Wilcoxon para medianas del recuento de linfocitos T CD45, CD3, CD4y
CD8 en relacion con el tiempo (basal, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) y en cada una de las temperaturas evalua-

das (4°Cy25°C)

Recuentos absolutos
Marcador | Tiempo | Mediana recuento % de Mediana recuento % de Valor
(Horas | absoluto ambiente | pérdida + | absoluto refrigera- | pérdida+ dep
n=50) (20-25 °C) cion (4-8 °C)
CD45 0(n=50) 1727
24(n=50) 1638.5 5.2 1690 2.1 0.119
48(n=50) 1597 7.5 1840 6.5 0.004
72(n=50) 1598.5 7.4 1743.5 0.9 <0.001
96(n=50) 1545.5 104 1788 3.5 <0.001
120(n=50) 1564.5 9.4 1686 2.3 <0.001
CD3 0(n=50) 1196
24(n=50) 1207 0.91 1215.5 1.6 0.005
48(n=50) 1167.5 2.4 1301 8.7 <0.001
72(n=50) 1037 134 1230.5 2.8 <0.001
96(n=50) 1119.5 6.3 1277.5 6.8 <0.001
120(n=50) 1174.5 1.79 1153 3.5 <0.001
CD4 0(n=50) 242
24(n=50) 229 5.31 249.5 3.0 0.087
48(n=50) 2355 2.6 255.5 5.5 <0.001
72(n=50) 225 7.0 245 1.2 <0.001
96(n=50) 246.5 1.8 246.5 1.8 <0.001
120(n=50) 218.5 9.7 227.5 5.9 0.013
CD8 0(n=50) 707
24(n=50) 677.5 4.1 668 5.5 0.007
48(n=50) 718 1.5 699.5 1.0 0.001
72(n=50) 622.5 11.9 757.5 7.1 <0.001
96(n=50) 641.5 9.2 760 7.4 <0.001
120(n=50) 654.5 7.4 715 1.1 <0.001

Valores de p resaltados en negrilla.

+ Porcentaje de pérdida; resultado de la diferencia del valor absoluto de cada marcador evaluado en el
tiempo, comparado con la medicidn basal a temperatura ambiente.

Efecto del tiempo y la temperatura en el recuento
de linfocitos T CD3+

En general se observd reduccion en el tiempo del
recuento absoluto de linfocitos T CD3+ tanto a tem-
peratura ambiente como de refrigeracion (Figura 2).
A temperatura ambiente mostré un ligero aumento
en la expresion de la mediana de CD3 a las 24 horas
(1207 cél/ pl), respecto a la medicion inicial (1196
cél/ul) (Tabla 3). Luego disminuyd en los tiempos

24

subsecuentes, en comparacion con la temperatura
de 4 °C, en cuyo caso dicho incremento fue hasta las
48 horas (1301 cél/ul) (Tabla 3). En cuanto al mo-
delo GEE, se observo que por cada dia que paso, en
promedio disminuyeron 0.24 cél/pl, cifra que no es
estadisticamente significativa (IC 95%: -0.58 a 0.09;
p = 0.163) (Tabla 4), mientras que cuando las mues-
tras se almacenaron a temperatura ambiente se re-
dujo a 98.9 cél/ul (Tabla 4).
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Tabla 3. Modelo GEE con un intervalo de confianza del 95% y valor de p de la mediana del recuento abso-
luto de de linfocitos T CD45, CD3, CD4 y CD8 evaluados en un periodo de tiempo (basal, 24, 48, 72, 96 y

120 horas) a temperatura ambiente y de refrigeracion

Variable | Coeficiente ajustado | Intervalo de confianza | Valor de p
Recuento absoluto CD45

Tiempo -0.53 -0.97 -0.09 0.016

Temperatura -123.55 -162.80 -162.80 <0.001
Recuento absoluto de CD3

Tiempo -0.24 -0.58 0.09 0.163

Temperatura -98.97 -131.19 -66.74 <0.001
Recuento absoluto de CD4

Tiempo -0.08 -0.19 0.01 0.104

Temperatura -25.90 -36.75 -15.05 <0.001
Recuento absoluto de CD8

Tiempo -0.16 -0.41 0.08 0.186

Temperatura -61.62 -84.10 -39.13 <0.001
Recuento relativo de CD3

Tiempo 0.010 0.005 0.016 <0.001

Temperatura -0.33 -0.72 0.06 0.100
Recuento relativo de CD4

Tiempo 0.0008 -0.001 0.003 0.451

Temperatura 0.23 0.06 0.41 0.007
Recuento relativo de CD8

Tiempo -0.09 -0.47 0.27 0.611

Temperatura -21.06 -53.12 10.99 0.198

a Coeficiente ajustado por la temperatura.

b Coeficiente ajustado por el tiempo.
Valores de p estadisticamente significativos en negrilla

Tabla 4. Modelo GEE con un intervalo de confianza del 95 % y valor de p de la mediana de intensidad de
fluorescencia (MFI) de linfocitos T CD45, CD3, CD4 y CD8 evaluados en un periodo de tiempo (basal, 24,
48, 72,96 y 120 horas) a temperatura ambiente y de refrigeracion.

Variables Coeficiente ajustado | Intervalo de confianza | Valor de p
Intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD45
Tiempo a-13.61 -14.84 -12.39 <0.001
Temperatura b_487.05 -487.05 -397.62 <0.001
Intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD3
Tiempo 2-4.66 -5.41 -3.91 <0.001
Temperatura b_58.82 -114.56 -3.09 0.039
Intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD4
Tiempo 2-30.16 -34.86 -25.45 <0.001
Temperatura b575.48 226.96 924.00 0.001
Intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD8
Tiempo a-114.47 -125.40 -103.55 <0.001
Temperatura b-3640.09 -4421.96 -2858.23 <0.001

a Coeficiente ajustado por la temperatura.

b Coeficiente ajustado por el tiempo.

Valores de p estadisticamente significativos en negrilla
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Discusion

La calidad de la muestra es un parametro importan-
te cuando se realiza una evaluacién por citometria
de flujo. Se requiere de una muestra de alta calidad
para evitar las tinciones no especificas de los marca-
dores?. Sin embargo, en la actualidad son pocos los
estudios que evaluan la estabilidad de las muestras
para cuantificacion de linfocitos T y la mayoria no
son recientes. En esta investigacion la viabilidad de
los linfocitos totales permaneci6 alta a temperatu-
ra de 4-8 °C durante 96 horas, con una mediana de
72.7% en comparacion al estudio de Ekong et al.?”),
en el que encontraron que para las muestras VIH*
almacenadas a 4 °C las viabilidades de los subcon-
juntos permanecieron altas (> 92%); asimismo,
cuando éstas se almacenaron a 21 °C hubo una pér-
dida significativa de células viables en los tres sub-
conjuntos, la cual fue mayor en los CD8" y menor
en los CD3" yCD4". Por tanto, se propone que la
variacion en el porcentaje de la viabilidad entre am-
bos estudios, puede atribuirse a la metodologia y al
reactivo de viabilidad utilizado, yoduro de propidio
(PI) vs. aminoactinomicina D; ésta ultima no es tan
brillante como el P11

Los resultados muestran como la temperatura y el
tiempo influyen en los recuentos de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias, siendo mas critica la
temperatura. En el caso de las expresiones CD45,
CD3, CD4 y CDS8 se observo que la mediana del re-
cuento absoluto fue mayor en las muestras que se
almacenaron a 4 °C. Sin embargo, en otro estudio
publicado por Ekong et al.’) se evidencié un au-
mento so6lo en el recuento de los linfocitos T CD8*,
hecho que puede atribuirse a las modificaciones en
la membrana celular durante el almacenamiento a 4
°Cy traducirse en una mayor o menor exposicion de
los antigenos de superficie cuya disponibilidad para
reaccionar con el anticuerpo monoclonal se veria
afectada’?.

En el presente estudio se encontré una reduccién
de la mediana del valor absoluto de las diferentes

ARTICULO ORIGINAL

subpoblaciones linfocitarias con el paso del tiempo
a temperatura ambiente, que, en el caso del recuen-
to de la poblacién CD4*, baj6 9.7% a las 120 horas,
respecto al recuento basal, similar al recuento CD8?,
que bajo 7.4% a las 120 horas en comparaciéon con
la medicién inicial. Sin embargo, los cambios en-
contrados en el recuento de CD4" se pueden atri-
buir a la variabilidad bioldgica intraindividual que
en la literatura se reporta en un 25%"¥. Ademas, los
resultados no causarian implicaciones clinicas para
los pacientes, ya que no superan el 30% del conteo
absoluto o un incremento o decrecimiento en el por-
centaje de células CD4 en 3 puntos o mas'®.

Entre los estudios que tenian similitud en la me-
todologia de la prueba y en sus resultados con esta
investigacion esté el propuesto por Olteanu’® en el
que, utilizando protocolos de activacion de ventanas
(gate) especificos de linaje que aprovechan la pro-
piedad de los linfocitos mantienen una expresion
uniforme y de alta densidad de CD45, que permiten
seleccionar de manera apropiada las poblaciones,
demostraron valores de células T que se mantienen
hasta las 72 horas a 4 °C y hasta las 96 horas a 21
°C. Las diferencias podrian atribuirse a la evaluacion
en ese rango de tiempo pues a temperatura de re-
frigeracion sélo evaluaron hasta 72 horas. En la in-
vestigacion realizada por Okomo'® se encontraron
recuentos de CD4 reproducibles hasta las 72 horas a
temperatura ambiente, a diferencia de los resultados
obtenidos en el presente estudio, demostraron que
dichas variables como el tiempo y la temperatura
tienen un impacto en las diferentes subpoblaciones
linfocitarias. Como se pudo demostrar con el paso
de los dias, hubo una disminucién en las subpobla-
ciones linfocitarias, pese a lo cual la temperatura de
4-8 °C favorecio tanto la estabilidad, como el recuen-
to absoluto y relativo de las mismas. Estos resultados
sugieren que la cuantificacion de linfocitos T puede
hacerse en muestras almacenadas a temperatura de
refrigeracion hasta 4 dias después de la recoleccion,
sin comprometer los resultados.
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