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La citometria de flujo aumenta la
proporcion de muestras valorables en
liquido cefalorraquideo con recuento

celular normal en hemopatias malignas

CASANDRA JARA>*, CARLOS VEAS**, CAROLINA DELGADOQO",
CLAUDIA CABEZAS!, MAURICIO CHANDIA??

Flow cytometry increases the proportion of
valuable samples in cerebrospinal fluid with
normal cell count in malignant blood diseases

Background: The alteration of cerebrospinal fluid (CSF) in hematologic
neoplasms is a poor prognostic marker. The characteristics of CSF are usually
analyzed by flow cytometry or cytology. However, paucicellular CSF samples
(<5 cells/dL) can sometimes be considered unsuitable for analysis due to the low
number of events. Objective: To evaluate the proportion of samples reported
as suitable for analysis obtained by cytometry (FCM) and cytology in paucice-
llular CSF samples. Material and Methods: 169 samples of paucicellular CSF
corresponding to 115 patients with hematologic neoplasms were selected. The
samples were obtained by lumbar puncture in tubes conditioned with EDTA
and Transfix®. We characterized the immunophenotype of CSF samples with an
8-color panel, and 55 samples (32%) were in a small sample tube (SST). In all
cases, monocytes were identified by CD14 labeling and T lymphocytes by CD3
labeling. The acquisition was carried out in a FACSCantoll® cytometer, and
the analysis was performed using Infinicyt® software. Results: The proportion of
samples suitable for analysis was higher in FCM compared to cytology (98% vs
61%, p < 0.000). We identified the presence of T lymphocytes and/or monocytes
in most samples (98% and 90%, respectively). In the SST samples, the number
of events recorded in low-volume samples (< 1 mL) was lower than in samples
with higher volume (140 vs 556, p < 0.001), with a median of identification of
3 cell populations. Conclusion: FCM allows the analysis of a higher proportion
of paucicellular CSF samples than cytology in hematologic neoplasms study.

(Rev Med Chile 2023; 151: 560-564)
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RESUMEN

Introduccion: El compromiso del liquido cefalorraquideo (LCR) en he-
mopatias malignas es un marcador de mal prondstico y es habitualmente
estudiado por citometria de flujo o citologia. Ocasionalmente, las muestras de
LCR oligocelulares (< 5 céls/dL) pueden ser consideradas como no aptas para
diagnéstico por la baja cantidad de eventos. Objetivo: Evaluar la proporcion de
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muestras reportadas como valorables para diagnéstico obtenidas por citometria
y citologia en muestras de LCR oligocelular. Material y Métodos: Se seleccio-
naron 169 muestras de LCR oligocelular correspondientes a 115 pacientes con
hemopatias malignas. Las muestras fueron obtenidas mediante puncion lumbar
en tubos acondicionados con EDTA y preservante celular (Transfix®). El inmu-
nofenotipo se realizo con panel de 8 colores, 55 (32%) de las cuales se hizo con
panel para pequerias muestras (SST). En todos los casos se incluyé CD14 para
identificacion de monocitos y CD3 para linfocitos T. La adquisicion se realizé
en citémetro FACSCantolI® y el andlisis en software Infinicyt®. Resultados: La
proporcion de muestras valorables fue mayor en citometria en comparacion
con la citologia (98% vs 61%, p < 0,000). En la mayoria se identificaron linfo-
citos T (98%) y/o monocitos (90%). En las muestras con SST, la cantidad de
eventos obtenida fue menor en muestras con < de 1 mL (140 vs 556, p < 0,001)
y se logré identificar una mediana de 3 poblaciones celulares. Conclusion: La
citometria proporciona una mayor cantidad de muestras valorables en los LCR
paucicelulares en relacion con la citologia en muestras de LCR enviadas para

estudio de compromiso de LCR por hemopatias malignas.
Palabras clave: Citometria de Flujo; Enfermedades Hematologicas; Liquido

Cefalorraquideo.

(LCR) en hemopatias malignas es un mar-

cador de mal prondstico y ademas tiene
implicancias terapéuticas. El diagndstico de la
invasion de células tumorales en el LCR puede
ser complejo debido a la escasez de células de la
muestra y a la presencia de linfocitos reactivos'?.
Las neoplasias malignas con compromiso del LCR
pueden originar pleocitosis, pero también pue-
den presentarse con recuentos celulares totales
normales (< 5 células /mm?) en cerca de la mitad
de los casos’.

Las técnicas mas utilizadas para el estudio de
compromiso por hemopatias malignas en LCR
son la citologia convencional (CC) y la citometria
de flujo (CMF)*. La CC posee menor complejidad
técnica, puede complementarse con inmunohisto-
quimica y tiene menor coste, sin embargo pierde
sensibilidad especialmente en las muestras con
menor cantidad de eventos®. La CMF multipa-
ramétrica favorece la adquisicién de una mayor
cantidad de células, lo que permite considerar
como valorables una mayor proporcion de mues-
tras al demostrar la existencia de poblaciones
celulares diferentes®. Las poblaciones mas fre-
cuentemente encontradas en LCR por CMF son
los monocitos y los linfocitos T y se recomienda
en todos los estudios identificarlas para poder
establecer un punto de referencia valido para el

El compromiso del liquido cefalorraquideo

Rev Med Chile 2023; 151: 560-564

analisis del resto de los marcadores™*.

En este trabajo nos propusimos revisar la pro-
porcién de muestras valorables a partir de una
serie de muestras de LCR oligocelulares estudia-
das por CC y CMF y enviadas por sospecha de
compromiso de LCR por hemopatias malignas.

Material y Métodos

Se obtuvo de la base de datos del laboratorio
de citometria de flujo del Hospital “Dr. Guillermo
Grant Benavente” (HGGB) informacion de 169
muestras de LCR consideradas como oligocelula-
res (< 5 céls/dL de acuerdo al recuento realizado
en el laboratorio central del HGGB), correspon-
dientes a 115 pacientes ingresados en el periodo
comprendido entre agosto de 2013 y diciembre
de 2016. Las muestras fueron obtenidas mediante
puncién lumbar en tubos acondicionados con
EDTA vy estabilizante celular (Transfix®)®. El in-
munofenotipo por citometria de flujo se realiz6
con panel de 8 colores, siguiendo el protocolo pu-
blicado por el consorcio EuroFlow. En 55 mues-
tras (32%) se realizo el panel SST (Small Sample
Screening Tube) disefiado por el consorcio Euro-
Flow y en el resto de las muestras se adaptaron
los marcadores a los diagndsticos conocidos de
referencia’. En todos los casos se incluyé CD14 en
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APC o APC-H7 para identificacién de monocitos
y CD3 en APC o APC-H7 para la identificacién
de linfocitos T. La citologia se realiz6 segun in-
dicacién médica, en 71 muestras en la unidad de
anatomia patoldégica del HGGB. No se realizaron
Se definié como no valorables a las muestras con
muy mala viabilidad o menos de 5 eventos agru-
pados de caracteristicas similares que definan una
poblacion unica y por CC aquellas informadas
como acelulares o no evaluables cualitativamente
a juicio del patdlogo informante®. La adquisicion
se realiz6 en citometro FACSCantolI® mediante
software DIVA (BD Biosciences, San José, Califor-
nia). El andlisis de citometria se realiz6 mediante
software Infinicyt® v 1.6 (Cytognos, Salamanca,
Espaiia) y el estadistico en software SPSS. El es-
tudio conté con la aprobacion del comité de ética
del Servicio de Salud Concepcion.

Andlisis estadistico

Los datos categdricos fueron presentados
como mediana, n y porcentajes y los datos numé-
ricos como mediana y rango. Se utilizo la prueba
de x* para analizar diferencias entre variables
categoricas y t de Student y U de Mann-Whitney
para variables numéricas. Para medir la fuerza de
asociacién entre variables categoricas se estimo la
V de Cramer y para variables continuas se empleo
la correlacién de Pearson. El anélisis estadistico se
realiz6 con software estadistico SPSS, consideran-
do significativa una p <0,05.

Resultados

El 64% de los pacientes fueron de sexo mas-
culino, con una mediana de edad de 29 afios
(0,1-77). Los diagnosticos de referencia fueron
linfoma no Hodgkin (36%), leucemia aguda
(60%) y miscelaneos (4%). En la mayoria de las
muestras analizadas por CMF se encontrd linfo-
citos T (98%), monocitos (90%) o ambos (88%) y
en menor frecuencia linfocitos B (32%), células
NK (29%) y neutrofilos (15%) (Figura 1). En el
subgrupo de muestras marcadas con tubo SST
se encontrd similar frecuencia de poblaciones
(Figura 2).

En la poblacién total de muestras no se ob-
servd una relacion claramente directa entre el
volumen y la cantidad de eventos analizables
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Figura 1. Distribucién de subpoblaciones celulares en las
muestras. LT: linfocitos T; M: monocitos; LT + M: proporcién
de muestras con ambas poblaciones.

Figura 2. Distribucion de poblaciones celulares obtenidas en
55 muestras analizadas utilizando panel SST (small simple
tube).

obtenida (r* = 0,014) (Figura 3). Sin embargo, en
el subgrupo de muestras analizadas con panel SST
que tenfan un volumen > 1.000 pL se observé una
cantidad de eventos analizables (560) mayor que
en aquellas muestras con un volumen < 1.000 pL
(140), lo que fue estadisticamente significativo
(p < 0,05), a pesar de observarse una mediana de
nimero de poblaciones celulares (3) similar en
ambos grupos.

En las muestras analizadas por CMF se encon-
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Figura 3. Relacién entre volumen de muestra y cantidad de
eventos.

tr6 una mayor proporcion de estudios valorables
(165/169, 98%) en comparacion con la CC (43/71,
61%), lo que fue estadisticamente significativo (p
< 0,000) con una fuerza de asociacién moderada
(V de Cramer: 0,498) (Tabla 1).

Discusion

El presente estudio demuestra que en el con-
texto de exploracidn de invasién leptomeningea
por hemopatias malignas, la citometria de flujo
proporciona una cantidad de muestras valorables
mayor que la obtenida por la citologia conven-
cional en muestras de LCR oligocelulares. La
proporciéon de muestras no valorables por cito-
metria reportada en la literatura es de 8%, lo cual
es mayor a lo obtenido en nuestro estudio (2%),
probablemente por diferencias en la preparacion
de la muestra y el uso de una mayor cantidad de
fluorocromos en forma simultdnea®. La CMF al
adquirir una mayor cantidad de eventos, mejora
la sensibilidad del estudio de las muestras de LCR
en relacion a la CC, como ha sido demostrado en
la literatura®.

En nuestra serie, la CMF permitié la identifi-
cacion en la mayoria de los casos de poblaciones

estables de células del LCR, como linfocitos T
y monocitos. Esto es similar a lo descrito por
DeGraaf et al, quienes en una poblacién de
LCR normal encontraron similar distribucion
de poblaciones celulares’. Asimismo, este hecho
justifica la inclusiéon de CD3 y CD14 en todos los
paneles para identificar estos grupos celulares,
independientemente del diagnéstico de base, lo
que fue sugerido por el consorcio EuroFlow para
el tubo SST. Por otro lado, la obtencién de las
muestras en tubos con EDTA acondicionados con
Transfix® ha demostrado ser fundamental para la
conservacion de la viabilidad celular®.

Considerando el total de muestras procesadas
por CMF no se pudo demostrar que el volumen
de la misma influya directamente en la cantidad
de eventos obtenidos para analisis. Sin embar-
go, cuando se observa el subgrupo de muestras
marcadas con SST, se encuentra que aquellas en
las cuales hay un volumen > 1.000 pL hubo una
cantidad de eventos analizables significativamen-
te mayor. Esto puede ser debido a que, siendo el
SST un panel estandarizado, las diferencias en el
procesamiento de la muestra no influyen en la
cantidad de eventos obtenidos y se observa esta
relacién en forma mas clara.

Entre las limitaciones de nuestro reporte se
encuentran el cardcter retrospectivo y unicéntrico
del estudio lo que puede no reflejar la realidad
de todos los hospitales publicos del pais y la
definicién empleada para designar una muestra
estudiada por CMF como no valorable basada en
la cantidad de eventos para definir una poblacion
unica y la viabilidad de la muestra. Al respecto no
existe un consenso acerca de lo que se considera
en una muestra de LCR para calificarla como va-
lorable asi como tampoco hay acuerdo acerca del
nimero minimo de eventos analizables que defi-
nen una poblacidn celular, lo cual a su vez puede
variar con el tipo de procesamiento de la muestra
y el nimero de colores empleado en el panel de
CME Subira et al definieron experimentalmente

Tabla 1. Proporcion de muestras valorables y no valorables en muestras analizadas por citometria de flujo y
citologia convencional

n (%)
Muestras Citometria de flujo Citologia convencional p
Valorables 165 (98) 43 (61) NS
No valorables/acelulares 4(2) 28 (39) < 0,05
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que mas de 13 eventos agrupados con similares
caracteristicas representan una poblacion celular
con alta probabilidad, mientras que lo contrario
ocurre con menos de 5 eventos®. Quijano et al y
Del Principe han definido mas de 10 eventos utili-
zando CMF de 6-8 colores, mientras que otros au-
tores como DeGraaf han definido umbrales mas
altos como 15-25 eventos***. En concordancia
con nuestra practica, muchos de estos estudios
han incluido muestras oligocelulares de LCR, lo
que no avala la practica establecida en algunos
centros de restringir el estudio por citometria solo
a las muestras que se presenten con recuentos > 5
células/uL.

Conclusiones

En el estudio de la diseminacion leptomenin-
gea de las hemopatias malignas, la CMF facilita
la obtenciéon de una mayor cantidad de muestras
valorables para analisis en relacién con la CC,
independientemente del recuento celular del LCR.
Es recomendable en cada muestra lograr un volu-
men de al menos de 1 ml en tubo con preservante
celular (Transfix®) y EDTA, lo que aumentara
la cantidad de eventos. Para el inmunofenotipo
se recomienda utilizar paneles de 8 colores, que
pueden ser disefiados de acuerdo a la patologia
en estudio, incorporando siempre marcadores de
referencia para identificaciéon de las poblaciones
celulares estables (linfocitos T y monocitos).
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