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RESUMEN

Introduccion: La determinacion del numero y porcenta-
jes de subpoblaciones linfocitarias es fundamental para
la clasificacion, prondstico y tratamiento de pacientes
con SIDA. Los avances logrados en la metodologia e
instrumentacion en su determinacion, han permitido
establecer un elevado nivel de sensibilidad, especificidad
y precision; sin embargo, es necesario contar con valores
de referencia especificos de cada poblacion estudiada.
Objetivos: Establecer valores de referencia especificos,
de subpoblaciones linfocitarias en personas adultas sanas
en nuestra poblacion, determinar la existencia o no de
diferencias derivadas de: la instrumentacion utilizada,
del género y de los diferentes periodos estudiados. Ma-
terial y métodos: Se efectuo el analisis estadistico de los
resultados obtenidos, en la realizacion de subpoblaciones
linfocitarias, en 141 personas adultas de ambos sexos,
utilizando dos citometros de flujo: uno analégico y otro
digital; y de los obtenidos en tres estudios previos reali-
zados en el servicio, durante los afios 2003, 2009 y 2015.
Resultados: Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los resultados obtenidos en personas de
diferentes sexos (43% de los parametros estudiados) y las
de los tres estudios de los anos 2003, 2009 y 2015. No se
encontraron diferencias de los obtenidos al emplear un
citometro de tipo analdgico o uno digital. Conclusiones:
Es necesario que los laboratorios clinicos que realicen
determinaciones de subpoblaciones linfocitarias a través
de citometria de flujo, establezcan sus propios valores de
referencia, en forma separada de acuerdo con el género,
y los actualicen periddicamente.

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La tipificacion inmunolégica de linfocitos
sanguineos, con anticuerpos monoclo-
nales especificos y citometria de flujo, es un

ABSTRACT

Introduction: The determination of the numbers and
percentages of lymphocyte subpopulations its funda-
mental for the diagnosis, therapeutics and classification
of AIDS patients, the methodological and instrumental
advances in the last years has been outstanding, however
its necessary obtain the specific reference values for the
studied populations. Objectives: To establish the specific
reference values of lymphocyte subpopulations in healthy
adults in our population, and the effect derived from the
use of different flow cytometer equipment, the influence of
different periods of study times, and the specific gender.
Material and methods: We made a statistical analysis
review about the values obtained in the determination of
specific reference values of lymphocyte subpopulations in
141 healthy adults of both sexes, using two different flow
cytometers techniques; analogical and digital, and in
three different periods of time 2003, 2009, 2015. Results:
We found statistical significant differences in the results
of specific reference values of the lymphocyte subpopula-
tions between males and females, 43% of the analyzed
parameters, and in the results of the years 2003, 2009
and 2015.We do not find differences in the results using
an analogical or digital flow cytometer. Conclusions:
Based in the results obtained in this study, we think that it’s
mandatory that all clinical laboratories that determined
lymphocyte subpopulations must establish periodically,
his reference values for his own particular population,
and by specific gender.

poderoso instrumento en el diagndstico y ma-
nejo! de los sindromes de inmunodeficiencia
adquiridos y congénitos, y en los pacientes
con linfomas y leucemias. Esto ha sido parti-
cularmente relevante en el caso de la infec-
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cion con los virus de la inmunodeficiencia humana, en
donde la determinacién y cuantificacién de los niveles
y porcentajes de las células CD3, CD4, CD8 y la razén
CD4/CD8, constituyen uno de los marcadores mds im-
portantes en su prondstico, clasificacion y tratamiento,?
asi como en la prevencion de las infecciones por gér-
menes oportunistas asociados.? Los avances logrados en
la metodologia y equipamiento para su determinacion,
han permitido lograr un elevado nivel de sensibilidad
y especificidad; sin embargo, es necesario contar con
valores especificos de referencia para la poblacién
estudiada, ya que la mayoria de los utilizados se basan
en datos provenientes de poblaciones diferentes a las
analizadas.*® Existen numerosos reportes de estudios
en los que los valores de referencia para subpoblaciones
linfocitarias muestran una gran variabilidad de pais a
pais.”” 19 En México existen muy pocos estudios publi-
cados al respecto,'"? y la mayoria se remonta a varios
afos atrds; por este motivo consideramos necesario el
establecer valores de referencia actualizados de estos
pardmetros en poblacién sana mexicana, y comparar
también las posibles variaciones derivadas de utilizar
equipos de citometria de flujo analégica o digital en
su determinacion, los valores de referencia obtenidos
en anos previos, y las posibles variaciones inherentes
al género.13/14

MATERIAL Y METODOS

Se analizé un total de 141 muestras de sangre, obtenidas
del mismo ntimero de donadores de sangre, clinicamente
sanos, 71 del sexo femenino y 70 del sexo masculino,
con edades entre 20 y 53 afos, que acudian al Banco
de Sangre del Centro Médico Nacional «La Raza» del
Instituto Mexicano del Seguro Social, y quienes volunta-
riamente aceptaron participar en el estudio a través de un
documento de consentimiento informado. Las muestras
se recolectaron al azar durante un periodo de 15 dfas, a
través de puncién venosa utilizando el Sistema Vacutainer
(Becton Dickinson®), y colocadas en tubos conteniendo
EDTA como anticoagulante.

Para la determinacion de las células T, CD3, CD4,
CD8y la razén CD4/CD8, se utilizaron los equipos: BD
FACSCanto Il y BD FACSCalibur (Becton Dickinson®), y
los reactivos, controles, calibradores, soluciones y procedi-
mientos recomendados por el fabricante de ambos equi-
pos. Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos,
se emplearon los métodos de Anderson-Darling y el de
Momentos; para los datos paramétricos los coeficientes
de correlacién de Pearson y para los no paramétricos, los
de Spearman.'>16

Para el cdlculo de los limites inferior y superior, en
las poblaciones con distribucién semejante a la normal
(DSN), se empled la media y la desviacion estandar;
y en el caso de los resultados con una distribucién
diferente a la normal (DDN), los porcentajes: P, P.,
Y Pos-

Adicionalmente, en forma retrospectiva se realizd
la comparacion con la de datos poblacionales que se
habian obtenido previamente en el servicio, realiza-
dos también en donadores sanos de ambos sexos, en
los anos: 2009 (66 muestras) utilizando el equipo BD
FACSCanto Il (Becton Dickinson®) y 2003 (60 muestras)
en donde se utiliz6 el equipo Epics XL (Coulter Corp®).
Para la comparacion de los tres grupos de valores de
referencia (2003, 2009 y 2015), se empleé la prueba
de andlisis de varianza (ANOVA); en los casos en que
los tres grupos de datos presentaron una DSN y varian-
zas semejantes (VS), o su alternativa no paramétrica,
la prueba de Kruskal-Wallis, cuando presentaron una
DDN y/o varianzas diferentes (VD). Si el resultado de la
primera conclusion estadistica planteaba el rechazo Ho,
se realizaban pruebas adicionales de Schefee (Comple-
mentaria a ANOVA); o t de Student (para grupos DSN
y VS) o la U de Mann-Whitney'>1¢ (para grupos DDN y
0 VD), para establecer igualdad o diferencia estadistica
entre pares de grupos.

RESULTADOS

Comparacion entre el citometro BD FACSCanto Il
y el BD FACSCalibur

Como primer paso, para los datos de hombres y mujeres,
se estableci6 el tipo de distribucién de los datos obteni-
dos en los siete parametros ensayados, asi como el valor
medio y los limites inferior y superior.

Con este andlisis, se determiné que los hombres en
ambos citdmetros, presentaron una DSN (p-valor > 0.05)
en todos los porcentajes, asi como el niimero de células/
uL (6 de 7 parametros), siendo la excepcion la razén
CD4/CD8, que con ambos equipos, presenté una DDN
(p-valor < 0.01) (cuadro ).

En el caso de los datos de las mujeres, en ambos
citbmetros, los % y células/uL para CD3, CD8; y % CD4,
tuvieron una DSN (5 de 7 parametros con p-valor >
0.5); en tanto que las células/uL para CD4 vy la razén
CD4/CD8, lo hicieron con una DDN (p-valor entre 0.05
y 0.01) (cuadro 1I).

Al comparar los coeficientes de correlacién que
presentaron los datos en el BD FACSCanto Il y en el
BD FACSCalibur, se observé que éstos fluctuaron en
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80 hombres, entre: 0.96 y 0.98 (cuadro |y figura 1); y
25 en mujeres entre: 0.94 y 0.97 (cuadro Il). En todos los
casos se comprobé que los coeficientes de correlacién

70 fueron significativamente diferentes de cero (a < 0.01),
5 a través de la prueba t para correlacion; por lo que se
£ 6 puede afirmar que los resultados presentan una muy
% 60 buena correlacién y no son, por tanto, afectados por
S el tipo de procesamiento de datos (analdgico o digital),
g 55

%0 Cuadro III. Tamafio de las muestras en tres estudios

45 del sexo femenino.

40 T T T

40 50 60 70 80

Resultados Canto Il

Ejemplo del tipo de distribucién de datos, al correlacionar los resultados obteni-

dos de 70 muestras de hombres adultos sanos, ensayadas en los citémetros: BD Estudio de 2003 Coulter XP
FACSCanto Il y BD FACSCalibur. Estudio de 2009 35 BD Canto II p2
Estudio de 2015 71 BD Canto II ps

Figura 1. Correlacion CD3 Tot % en hombres.

Cuadro IVa. Distribucion de las subpoblaciones linfocitarias de tres estudios en mujeres.

Limite inferior 4439  56.89 54.34 1037 841 12.02  18.05 16.02 315

Limite superior 83.00 80.70  78.12 2359 3073 2423 33.60 4248  36.05 891 1193 1015
Anderson-Darling ~ 0.43 0.48 0.36 0.52 0.62 0.65 0.50 1.25 0.40 0.55 0.62 0.80
p-valor >0.05 >005 >005 >005 >005 >005 >005 <00l >005 >005 >0.05 >0.05

Cuadro IVb. Distribucion de las subpoblaciones linfocitarias de tres estudios en mujeres.

Limite inferior 23.33 27.41 27.30 511

Limite superior 50.56 54.69 49.56 1471 2219 1616 2.61 2.78 2.55
Anderson-Darling 0.31 0.70 0.41 0.48 1.44 0.87 0.79 1.25 1.12
p-valor >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 <0.01 005>p<001 >0.05 <0.01 <0.01
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Cuadro V. Tamafio de las muestras en tres estudios

del sexo masculino.

Tamano de la
muestra en hombres  Citometro  Poblacion

Estudio de 2003 30 Coulter XP p
Estudio de 2009 31 BD Canto II P,
Estudio de 2015 70 BD Canto II D,

presentado inclusive, el mismo tipo de distribucion de
datos en todos los parametros.

Comparacion retrospectiva de datos poblacionales

Adicionalmente y de forma retrospectiva, se realiz6 la
comparacién de los datos poblacionales obtenidos en el
BD FACSCanto Il en dos afos diferentes: 2015 y 2009;
y los del ano 2003, trabajados en un citémetro de flujo
Epics XL (Epics Profile, Coulter Corp.), en mujeres y hom-
bres. En los datos de 2009 y 2003, también se determiné
el valor medio y los limites superior e inferior, de cada
subpoblacién.

En los datos de mujeres del 2003, todas la subpo-
blaciones (% y cel./uL) presentan una DSN (7 de 7),
mientras que los del 2009, sélo lo hacen en 4 de 7
parametros, teniendo % de células CD8, cel./uL para
CD4 y la raz6n CD4/CD8, una DDN (cuadros III, 1V
aylvb).

En el caso de los hombres, todos los datos del 2003
tuvieron una DSN (7 de 7), y en los del 2009 Ginicamente
CD4 en %y cel./uL y larazén CD4/CD8, presentaron una
distribucién DDN (4 de 7) (cuadros V, VI ay VI b).

Al comparar el limite superior e inferior (figuras 2y
3), para las células CD3, CD4 y CD8, en los tres grupos
poblacionales (hombres y mujeres), se observa a simple
vista que los del afno 2009 destacan; siendo en conjunto
mayor su limite superior, en 5 de 6 ocasiones, y Unica-
mente en 3 de 6 el limite inferior. El siguiente paso fue
comprobar estadisticamente las igualdades o diferencias
entre los datos de estos tres estudios poblacionales (cua-
dros Vil 'y VIII).

Al comparar los tres grupos de valores de referen-
cia (cuadro VII), los datos de las mujeres muestran ser
estadisticamente iguales (se acepta Ho), en 4 de los 7
parametros analizados; y en los 3 casos donde se recha-
za Ho; las pruebas adicionales, mostraron que en cada
parametro medido, s6lo uno de los 3 pares comparados,
resulté ser diferente (en las tres ocasiones fueron los
datos del 2015).
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Cuadro VIb. Distribucion de las subpoblaciones linfocitarias de tres estudios en hombres.

CD4 Tot % CD4 Tot cel./uL Razén CD4/CD8
Afo del estudio 2003 2009 2015 2003 2009 2015 2003 2009 2015
Distribucion DSN DDN DSN DSN DDN DSN DSN DDN DDN
Limite inferior 27.83 27.95 2375 465 735 372 0.63 0.73 0.75
Valor central 39.16 35.94 3424 1042 1005 838 1.61 1.17 1.27
Limite superior 50.49 52.67 4473 1619 1541 1305 2.58 3.05 251
Anderson-Darling 0.29 0.92 0.26 0.57 0.88 0.31 0.72 0.79 1.61
p-valor >0.05 005<p> >0.05 >0.05 005<p> >0.05 >0.05 005<p> <0.01
0.01 0.01 0.01
Comparacion de limites en hombres
3,500
3,000 ]
2,500
2,000
1500 ) & 2003 Figura 2.
; 0 2009
1,000 B 2015 Comparacion de los valores de
los limites inferior y superior,
500- ij. de células/uL, de tres subpo-
o . . [ | . . . blaciones linfocitarias, en tres
CD3 Lim. Inf. CD3 Lim. Sup. CD8 Lim. Inf. CD8 Lim. Sup. CD4 Lim. Inf. CD4 Lim. Sup. estudios diferentes.
Comparacion de limites en mujeres
3,500
3,000 ]
2,500
2,000 [
1500 #2003 Figura 3.
) 02009
1,000 m 2015 Comparacion de los valores de
los limites inferior y superior,
5007 i] de células/pL, de tres subpo-
o blaciones linfocitarias, en tres

CD3 Lim. Inf. CD3 Lim. Sup. CD8 Lim. Inf. CD8 Lim. Sup CD4 Lim Inf. CD4 Lim. Sup. estudios diferentes.

Los resultados en los hombres (cuadro VIII), muestran
que en ninguno de los tripletes de valores (2003, 2009 y
2015), se acepta Ho, y en 5 de 7 pardmetros, se observan
datos diferentes en mas de un par comparado. Lo anterior
indica que los datos de los tres grupos poblacionales, para
hombres, son todos estadisticamente diferentes.

Comparacion de resultados por género. Estudio 2015

De los resultados obtenidos de las 141 muestras ensaya-
das (71 de mujeres y 70 de hombres), en este 2015 en
el citometro BD FACSCanto ll, se realiz6 la comparacion,
por género, de los limites superior e inferior de los resul-

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2016; 63 (1): 34-42 www.medigraphic.com/patologiaclinica
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Cuadro VII. Analisis estadistico comparativo de los valores de tres subpoblaciones linfocitarias, de los afios 2003, 2009 y 2015.

Datos mujeres Ho: Xp, =Xp,=Xp, Ha: Xp, #Xp, # Xp,
1# Conclusion Prueba estadistica 2% Conclusion
Parametro Prueba estadistica Resultado Estadistica adicional estadistica
CD3 Tot % Kruskal-Wallis Hcorregmla =5.470 SeaceptaHoa -
p<0.05
CD3 Tot cel./uL Kruskal-Wallis H regida = 6.583 Se rechaza Ho a U de Mann-Whitney ~ Xp, = Xp, ap <0.05
p<0.05 z, = 1.605 Xp, = Xp,ap<0.05
tde Student t , =0.704  Xp, # Xp,;ap<0.01
tde Student t = 2.861
CD8Tot % Kruskal-Wallis Heore pida 7.828 Se rechaza Ho a U de Mann-Whitney ~ Xp, # Xp, ap <0.01
p<0.05 B = 2231 Xp, =Xp,ap<0.01
tde Studentt, =2.805 Xp, =Xp;ap<0.05
U de Mann-Whitney
7,,,=0.514
CD8 Tot cel./uL Kruskal-Wallis Hregida = 4682 Seacepta Hoa - e
p<0.05
CD4Tot % Kruskal-Wallis HCOITegi = 2103 SeaceptaHoa - e
p<0.05
CD4 Tot cel./uL Kruskal-Wallis HCOITegi s = 6836 Se rechaza Ho a U de Mann-Whitney ~ Xp, = Xp, ap <0.05
p<0.05 z,.=1.513 Xp, = Xp,ap<0.05
U de Mann-Whitney ~ Xp, # Xpyap <0.01
7, = 0.862
U de Mann-Whitney
z,.=2.576
Razon CD4+/CD8+  Kruskal-Wallis Hcorregida =3.131 SeaceptaHoa -
p<0.05
tados observados (figura 4); y un analisis para determinar 1. Se deben establecer valores de referencia por separa-

si estadisticamente existe igualdad entre estos dos grupos
(cuadro IX).

De los datos de comparacion por género del estudio
del 2015 en el BD FACSCanto Il (figura 4), a simple vista
se observan resultados més elevados en los limites: in-
ferior y superior (en las mujeres), para las células CD4,
concordando con los resultados estadisticos para este
parametro, donde se rechaza Ho (cuadro IX). En las célu-
las/uL para CD3 y CD8, la prueba estadistica acepta Ho,
respaldando lo observado en la figura 4, para estos casos.
Cabe senalar que Gnicamente en 4 de los 7 grupos de
datos ensayados (cuadro IX), se obtuvieron conclusiones
estadisticas aceptando Ho.

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos de este estudio se puede
concluir los siguientes puntos:

do para cada género, ya que se determind la existencia
de una diferencia significativa de hasta 43% de los
pardmetros analizados entre ambos sexos.

Para esta prueba, se pueden emplear indistintamente
citometros de flujo con tecnologia digital o analégica,
ya que los resultados obtenidos son concordantes en
sus resultados entre los dos en 100%.

Los valores de referencia, cuando se realicen, deben
de actualizarse periédicamente, ya que en este es-
tudio se pudieron demostrar diferencias estadistica-
mente significativas en tres periodos de estudio: 2003,
2009 y 2015.

Es necesario que los laboratorios que realicen estas
determinaciones cuenten con valores propios de
referencia, de su poblacién, ya que de la revision de
los reportes de la literatura mundial, muestran valores
variables dependiendo principalmente de diferencias
genéticas de las poblaciones estudiadas.
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Cuadro VIII. Analisis estadistico comparativo de los valores de tres subpoblaciones linfocitarias, de los afios 2003, 2009 y 2015.

Ho: Xp, =Xp, =
Datos hombres Xp, Ha: Xp, # Xp, # Xp,
1* Conclusion Prueba estadistica 2% Conclusion
Parametro Prueba estadistica Resultado estadistica adicional estadistica
CD3 Tot % ANOVA F=11.531 Se rechaza Ho a Schefee Xp, = Xp,; Xp, # Xp;;
p<0.01 Xp, # Xp,
CD3 Tot cel./uL Kruskal-Wallis corregida Se rechaza Ho; auna U de Mann-Whitney; Z, = Xp, = Xp, ap <0.05
15.647 p<0.01 0.563 t de Student; Xp, #Xp,ap <0.01
tps = 2-89 U de Mann- Xp, #Xp,ap <0.01
Whitney; Z = 3.652
CD8Tot % ANOVA F=3.620 Se rechaza Ho; a una Schefee Xp, = Xp,; Xp, = Xp;;
p<0.05 Xp, # Xp,
CD8 Tot cel./uL Kruskal-Wallis cortegida Se rechaza Ho; auna  tde Student; t, =2.195t  Xp, # Xp,ap<0.05
10.837 p<0.01 de Student; t . =1.323 Xp, =Xp, ap<0.05
obs 1 2
t de Student; t , = 3.349 Xp, # Xp;ap <0.01
CD4Tot % Kruskal-Wallis corregida Se rechaza Ho; auna U de Mann-Whitney; Xp, # Xp, ap <0.05
14.349 p<0.01 Z, =219 Xp, # Xp,ap<0.01
t de Student; t ,, = 4.069 Xp,=Xp;ap<0.05
U de Mann-Whitney;
Z,=125
CD4 Tot cel./uL Kruskal-Wallis corregida Se rechaza Ho; auna U de Mann-Whitney; Xp, =Xp,ap<0.05
17.193 p<0.01 Z,.=0.072 Xp, # Xp;ap <0.01
t de Student; t , = 3.603 Xp, # Xp,ap <0.01
U de Mann-Whitney;
Z,,=3593
Razén CD4+/CD8+  Kruskal-Wallis comeqitn Serechaza Ho;auna U de Mann-Whitney; Xp, #Xp,ap <0.01
6.752 p<0.05 Z = 2.626 Xp, = Xp,ap<0.05
t de Student; t, = 1.783 Xp, = Xp,ap<0.05
U de Mann-Whitney;
Z,.=1185
3,000
2,500 = Mujeres
2,000 M Hombres
—
=
8 ,
2 Figura 4.
O

1,500

1,000

.
Ml w s

CD3 Lim. Inf. CD3 Lim. Sup. CD8 Lim. Inf. CD8 Lim. Sup. CD4 Lim. Inf. CD4 Lim. Sup.

Comparacion de los valores de
los limites inferior y superior
(células/uL), para tres subpo-
blaciones linfocitarias. Estudio
2015.
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Cuadro IX. Comparacion de valores mujeres versus hombres estudio 2015.

Parametro Prueba estadistica Resultado Conclusion estadistica

CD3% t de Student tps = 3:646 Se rechaza Ho; a una p < 0.01
CD3 cel./uL t de Student tos = 1.699 Se acepta Ho; a una p < 0.05
CD8% t de Student tps = 0.269 Se acepta Ho; a una p <0.05
CD8 cel./uL t de Student t, = 0.446 Se acepta Ho; a una p <0.05
CD4% t de Student tops = 4473 Se rechaza Ho; a una p < 0.01
CD4 cel./uL U de Mann-Whitney Z,,, = 2.326 Se rechaza Ho; a una p < 0.05
Razon CD4/CD8 U de Mann-Whitney z,,,= 1.806 Se acepta Ho; a una p <0.05

Ho: Pm = Ph. Ha: Pm = Ph
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