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REZUMAT
Introducere. Infecţia HIV determină modifi cări în sistemul imun adaptativ şi o infl amaţie cronică, modifi cări 
similare cu cele din imunosenescenţă. O variaţie semnifi cativă a subseturilor de limfocite din sângele periferic a 
fost raportată la indivizii sănătoşi din diferite regiuni geografi ce, ca şi în infecţia HIV şi în îmbătrânire. Sunt necesare 
referinţe naţionale pentru toate grupele de vârstă, care să includă şi subiecţii vârstnici. În acest studiu ne-am 
propus să comparăm subseturile de limfocite din sângele periferic şi expresia CD28, ca un marker de îmbătrânire, 
la subiecţi tineri şi vârstnici infectaţi HIV şi la subiecţi control potriviţi ca vârstă, pentru prima dată în România. 
Material şi metodă. Am efectuat un studiu transversal, de tip caz-control, în Bucureşti, pe un număr de 38 de 
subiecţi infectaţi HIV, trataţi cu terapie antiretrovirală şi 26 de subiecţi control, HIV seronegativi, sănătoşi, potriviţi 
ca vârstă. Fiecare subiect a fost evaluat pentru următorii parametri: număr total de limfocite, celule T (total, CD4, 
CD8), B, NK în valoare absolută şi procent, CD4/CD8 şi subseturile CD8/CD28. 
Rezultate. Măsurarea parametrilor TCD4, TCD8 şi raportul CD4/CD8 a condus la diferenţe semnifi cative statistic 
la subiecţii HIV+ comparativ cu subiecţii control, datorate infecţiei HIV. TCD4 în valoare procentuală şi absolută a 
avut valori mai mici în lotul pacienţilor HIV+ comparativ cu subiecţii control (media 21,3% vs. 46,9%, p < 0,001 şi 
436 vs. 908 cel/μL, p<0,001, respectiv). TCD8 în valoare procentuală şi absolută a avut valori mai mari la subiecţii 
HIV+ comparativ cu subiecţii control (media 919 vs. 446 cel/μL, p < 0,001 şi 45,9% vs. 21,9 %, p < 0,001, 
respectiv). Analiza CD8 şi exprimarea antigenului CD28 pe limfocite a relevat o valoare semnifi cativ mai mare a 
parametrului CD8 + CD28+ la subiecţii HIV+ în valoare procentuală şi absolută (media 18,4% şi 363 cel/μL) 
comparativ cu subiecţii control (10,8% şi 273 cel/μL, p<0,001 pentru ambele valori). Această diferenţă poate fi  cel 
puţin parţial dată de infecţia HIV, întrucât populaţia limfocitară TCD8 se extinde cu progresia bolii. Diferenţele 
legate de vârstă au fost semnifi cative doar la subiecţii control, în special privind CD28. Singurul marker independent 
modifi cat într-un mod similar în infecţia HIV şi îmbătrânire a fost procentul de CD28+ din limfocitele CD8+, care a 
fost semnifi cativ mai scăzut la subiecţii HIV comparativ cu subiecţii control (media 41,9% vs. 55,6%, p = 0,0007) 
şi la subiecţii vârstnici control comparativ cu tinerii control (46,5% vs. 63,2%, p = 0,0043).
Concluzii. Evaluarea expresiei CD28 la nivelul limfocitelor periferice CD8+ poate fi  un marker util de 
imunosenescenţă, atât la subiecţii sănătoşi, cât şi la subiecţii infectaţi HIV. Limfocitele care exprimă CD28+ sunt 
găsite mai puţin frecvent la pacienţii HIV indiferent de vârstă şi la subiecţii vârstnici control. Corelaţiile clinice ale 
acestui biomarker ar trebui studiate în continuare, în vederea validării parametrului CD28, ca un biomarker util în 
evaluarea imunosenescenţei. 

Cuvinte cheie: HIV, imunosenescenţă, limfocite T, B, NK, CD28, intervale de referinţă, 
imunofenotipare
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ABSTRACT
Introduction. HIV infection determines adaptive immune response alterations and chronic infl ammation, a 
process very similar to immunosenescence. Signifi cant variation of peripheral blood lymphocyte subsets is 
reported for healthy individuals from different geographical regions, as well as during HIV infection and aging. 
National references for all age groups, including elderly subjects, are thus required. In this study we aimed to 
compare peripheral blood lymphocyte subsets and the expression of CD28, as an aging marker, in Romanian HIV 
infected young to elderly adults and age-matched healthy controls. 
Material and methods. We have performed a cross-sectional study, case-control, with 38 HIV infected, 
antiretroviral treated patients and 26 HIV seronegative, age-matched healthy controls, in Bucharest, Romania. 
Each subject has been evaluated for the following parameters: total lymphocyte counts, T (total, CD4, CD8) B, NK, 
lymphocyte count and percentage, CD4/CD8 ratio, and CD8/CD28 lymphocyte subsets.
Results. The measurements of TCD4, TCD8, and CD4/CD8 ratio gave signifi cantly different results in HIV infected 
patients compared to controls, due to HIV infection. TCD4 percentages and counts were lower in HIV infected 
patients compared to controls (averages of 21.3% vs. 46.9%, p < 0.001 and 436 vs. 908 cell/µL, p < 0.001, 
respectively). TCD8 percentages and counts were higher in HIV infected patients compared to controls (averages 
of 45.9% vs. 21.9%, p < 0.001 and 919 vs. 446 cell/µL, p < 0.001, respectively). Analysis of CD8 and CD28 
expression on lymphocytes revealed a signifi cantly higher CD8 + CD28+ in HIV patients in percent and count 
(averages of 18.4% and 363 cells/ µL) compared to controls (averages of 10.8% and 273 cells/ µL, p < 0.001 for 
both). This difference can be at least partially due to HIV infection, as TCD8 lymphocyte populations expand with 
disease progression. Age related differences were signifi cant only in the healthy controls, especially regarding 
CD28. The only independent marker modifi ed in similar way by HIV infection and aging was the percentage of 
CD28 positive cells among CD8 positive lymphocytes, i.e. it was signifi cantly lower in HIV patients compared to 
controls (average of 41.9% vs. 55.6%, p = 0.0007) and in older controls compared to younger controls (46.5 % vs. 
63.2%, p = 0.0043).
Conclusions. The assessment of CD28 expression in conjunction with CD8 on peripheral blood lymphocytes can 
be a useful immunosenescence marker for healthy and HIV infected patients. CD28 positive lymphocytes were 
found less frequently in HIV infected patients irrespective of age, and in older healthy controls. Clinical correlations 
of this biomarker should be further studied in order to validate CD28 as a reliable biomarker for immunosenescence 
evaluation. 

Key words: HIV, immunosenescence, lymphocytes T, B, NK, CD28 antigen, reference 
intervals, immunophenotyping

INTRODUCERE

Deteriorarea sistemului imun care apare odată 
cu vârsta este descrisă sub termenul de imunosenes-
cenţă. Îmbătrânirea globală a sistemului imun este 
însoţită de creştere a susceptibilităţii la infecţii, 
can cere şi boli autoimmune, scăderea efi cacităţii 
vaccinării şi producerea unei afectări tisulare prin 
existenţa unei disreglări infl amatorii (3). În eva-
luarea mecanismelor de la baza imunosenescenţei 
s-au utilizat diverse instrumente de studiu (8): 1) 
studii transversale care compară subiecţii între 
cohorte de vârste diferite (tineri-vârstnici); 2) studii 
longitudinale, care urmăresc o perioadă lungă de 
timp subiecţii vârstnici; 3) studii de îmbătrânire 
imună accelerată, oferite de subpopulaţiile umane 
timectomizate, infectate cronic cu infecţii virale 
CMV sau HIV, cât şi subpopulaţii cu boli auto imu-
ne, ca de exemplu poliartrita reumatoidă; 4) mo -
dele celulare de îmbătrânire (senescenţa celu lară); 
5) mo dele reprezentate de organisme pluri celulare 
şi modele animale. 

Fiecare componentă a imunităţii este afectată în 
într-un ritm diferit în îmbătrânire, dar celulele T par 
să fi e componenta cea mai susceptibilă. În îmbă-
trânire, are loc o schimbare de la celulele T naive 

către celule T cu memorie, însoţită uneori de 
creşterea numărului şi proporţiei de celule TCD8+ 
şi apariţia unei subpopulaţii dominante T repre-
zentată de celule anergice TCD8+CD28-, modifi cări 
atribuite încărcăturii antigenice cronice virale, în 
special CMV. Sistemul imun îmbătrânit are câteva 
caracteristici: 1) reducerea numărului şi funcţiei 
celulelor stem hematopietice; 2) involuţia timică; 
3) reducerea celulelor T naive circulante; 4) creş-
terea celulelor fi nal diferenţiate T CD28-; 5) creş-
terea nivelului de citokine proinfl amatorii circulante 
şi a nivelului cronic de infl amaţie (CRP+). În cadrul 
stu diilor longitudinale de imunitate OCTO şi 
NONA (1), a fost prima dată defi nit conceptul de 
profi l de risc imun: 1) raportul CD4/CD8 <1; 2) 
proliferare slabă in vitro a celulelor T (markeri de 
senescenţă celulară); 3) creşterea în sângele 
periferic a nu mărului celulelor CD8+ şi a celulelor 
CD8+CD28- în sângele periferic; 4) scăderea în 
sângele periferic a numărului limfocitelor B; 5) 
prezenţa celulelor CD8 specifi ce CMV (seropo-
zitivitate CMV). Iden tifi carea acestui profi l imun 
de risc a fost asociată cu mortalitate crescută la 2 
ani. Nu se cunoaşte dacă acest profi l de risc imun 
este valabil şi pentru alte populaţii din lume, având 
în vedere că cele două studii longitudinale au fost 
efectuate doar în Suedia, o ţară cu particularităţi 
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socio-economice şi geo grafi ce semnifi cativ diferite 
de ale multor alte ţări din lume, în mod special de 
cele din România.

În infecţia HIV, modifi cările imune sunt, pe de o 
parte, modifi cări ale sistemului imun adaptativ si-
milare cu cele din imunosenescenţă şi, pe de altă 
parte, sunt datorate infl amaţiei cronice (2,4,5). 
Graţie terapiei antiretrovirale (ARV) actuale, pa-
cienţii infectaţi cu HIV trăiesc mai mult şi sunt ex-
puşi la dezvoltarea de boli cronice tipice îmbătrânirii, 
dar această morbiditate specifi că vârstei înaintate 
apare mai precoce şi cu o rată mai mare decât în 
populaţia generală (7). Aceste observaţii au condus 
la lansarea ipotezei că în infecţia HIV există o 
imunosenescenţă accelerată, iar studiul îmbătrânirii 
imune accelerate din HIV a devenit una dintre noile 
direcţii în cercetarea HIV. 

Identifi carea defi cienţelor imune complexe de la 
pacienţii HIV trataţi ARV este importantă, nu doar 
pentru managementul cazurilor individuale de 
infecţie HIV, dar şi pentru că furnizează un model 
unic de cercetare a căilor din îmbătrânirea imună 
normală. Deşi suprimarea replicării virale prin tera-
pia ARV permite refacerea numărului de limfocite, 
în special a celulelor TCD4, s-a observat că nu toate 
defectele imune asociate infecţiei HIV sunt corectate 
prin această terapie. În practica curentă, evaluarea 
răspunsului terapeutic în infecţia HIV este limitată 
la măsurarea încărcăturii virale şi a numărului de 
limfocite TCD4, acesta din urmă fi ind cel mai bun 
predictor independent al evoluţiei clinice. Nume-
roase studii însă au arătat că, în infecţia HIV, funcţia 
limfocitelor TCD4 este redusă într-un grad care nu 
poate fi  explicat doar prin scăderea numărului lor. 
Un alt factor important este reprezentat de senes-
cenţa celulelor T, caracterizată prin pierderea ex-
presiei CD28, o moleculă de suprafaţă cu rol co-
stimulator în cadrul sinapsei imune dintre limfocitele 
T şi celulele prezentatoare de antigen. S-a observat 
că pacienţii HIV au un procent mai mare de celule 
TCD28- comparativ cu subiecţii neinfectaţi HIV. 
Terapia ARV determină reducerea procentului de 
celule TCD28-, dar valorile rămân ridicate şi apro-
piate de cele ale subiecţilor vârstnici, neinfectaţi cu 
HIV (14). Stimularea antigenică cronică conduce la 
acumularea de celule T oligoclonale cu specifi citate 
pentru un număr restrâns de antigene, fi nal diferen-
ţiate, cu precădere în compartimentul TCD8+. 
Aceste celule sunt caracterizate prin scurtarea telo-
merilor, pierderea expresiei CD28 şi câştigarea 
expresiei CD57, fi ind limfocite CD8+CD28- şi 
CD8+CD57+ (12). Există dovezi că aceste celule T 
au un rol important în anumite afecţiuni precum 
can cerul, bolile autoimune, infecţiile cu germeni 
intra celulari, ca şi în modifi cările legate de vârstă 
ale sistemului imun. 

În prezentul studiu ne-am propus să evaluăm 
subseturile majore de limfocite din sângele periferic, 
limfocitele T cu subseturile TCD4 şi TCD8, lim-
focitele B şi celulele NK (TBNK), precum şi ex-
presia la nivel limfocitar a moleculei CD28 în con-
juncţie cu CD8, ca un marker de îmbătrânire a 
sistemului imun, la subiecţi tineri şi vârstnici infec-
taţi HIV şi la subiecţi control potriviţi ca vârstă, 
pentru prima dată în România.

MATERIAL ŞI METODĂ

Subiecţii studiului 
Am efectuat un studiu transversal, de tip caz-

control, cu subiecţi infectaţi HIV şi subiecţi non-
HIV aparent sănătoşi, în Bucureşti. Lotul total a 
inclus un număr de 64 de subiecţi, din care 38 de 
subiecţi infectaţi HIV şi trataţi ARV (lotul HIV) şi 
26 subiecţi non-HIV, clinic sănătoşi (lotul control). 
Loturile HIV şi control au fost selecţionate astfel 
încât să fi e potrivite pentru vârstă şi sex. Vârsta 
(media ± deviaţia standard) a fost de 50,1±18,3 ani 
în lotul HIV şi 49,6±19,5 ani în lotul control. Distri-
buţia pe sexe (% bărbaţi) a fost de 66% în lotul HIV 
şi de 44% în lotul control.

Studiul s-a derulat în cadrul Spitalului Clinic de 
Boli Infecţioase şi Tropicale Dr. Victor Babeş 
(SVB) şi al Centrului de Diagnostic şi Tratament 
Dr. Victor Babeş (CDTVB), în perioada martie-
august 2012, conform unui protocol defi nit şi 
fi nanţat prin contractul 124 EU-2010 (Program 
Plan Naţional II: Capacităţi, Modul III). Protocolul 
a fost aprobat de Comitetul de Etică al SVB înainte 
de începerea studiului, iar subiecţii investigaţi au 
semnat un consimţământ informat privind partici-
parea. Din lotul control au fost excluşi subiecţii 
care la data recrutării erau diagnosticaţi cu urmă-
toarele afecţiuni: cancere, boli autoimune, infecţii 
active, infecţii cronice cu HBV, HCV şi HIV. Su-
biecţii lotului HIV au fost selectaţi dintre pacienţii 
dispensarizaţi şi trataţi în cadrul secţiilor de Boli 
Infecţioase HIV/SIDA ale SVB. Subiecţii control 
au fost selectaţi în CDTVB, din baza de date creată 
în proiectele de cercetare anterioare, incluzând 
vârst nici şi tineri, fără patologie acută în momentul 
examinării. 

Analiza hematologică
Pentru fi ecare subiect a fost recoltat sânge venos 

periferic anticoagulat cu EDTA K3, pentru hemo-
gramă clasică şi pentru imunofenotipare, cu respec-
tarea condiţiilor preanalitice standard. Numărul to-
tal de limfocite determinat în analiza hematologică 
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pe o platformă automată a stat la baza valorilor ab-
so lute din evaluările de fl ow-citometrie ale sub-
populaţiilor limfocitare. 

DETERMINAREA SUBSETULUI DE LIMFOCITE 

Pentru imunofenotiparea limfocitelor din sân-
gele periferic s-a folosit analiza fl owcitometrică. 
Instrumentul utilizat a fost FACSCalibur, Becton 
Dickinson cu două lasere: 488 nm şi 635 nm. Pentru 
determinarea subseturilor limfocitare TBNK s-a 
utilizat kitul de diagnostic in vitro (IVD) BD 
MultiTest IMK, Becton Dickinson. Acest kit reco-
mandă o marcare fără spălare (de tip lyse no wash) 
şi utilizează gating-ul CD45/SSC pentru defi nirea 
populaţiei limfocitare. Marcarea cu 4 culori implică 
utilizarea a două tuburi achiziţionate şi analizate cu 
softul BD MultiSET: 

– Tubul 1: CD3/CD8/CD45/CD4, cu următoarea 
compoziţie de anticorpi monoclonali: CD3 clona 
SK7, marcat FITC; CD8 clona SK1, marcat PE; 
CD45 clona 2D1 (HLe-1), marcat PerCP; CD4 
clona SK3, marcat APC. 

– Tubul 2: CD3/CD16+CD56/CD45/CD19, cu 
urmă toarea compoziţie de anticorpi monoclonali: 
CD3 clona SK7, marcat FITC; CD16 clona B73.1 
şi CD56 clona NCAM 16.2, ambii marcaţi PE; 
CD45 clona 2D1 (HLe-1), marcat PerCP; CD19 
clona SJ25C1, marcat APC.

Analiza exprimării markerului CD28 pe celulele 
CD8+ s-a făcut într-un eşantion de sânge periferic 
din aceeaşi probă ca în cazul analizei TBNK, utili-
zând kitul pentru uz exclusiv în cercetare (RUO) 
SimulTest CD8/CD28, Becton Dickinson. Pentru 
achiziţie şi analiză s-a folosit softul BD CellQuest 
cu gating FSC/SSC al populaţiei limfocitare. În 
acest kit tehnica de marcare include spălarea celu-
lelor după liza hematiilor (tehnica de tip lyse wash). 
Reactivul kitului conţine anticorpi monoclonali 
faţă de CD8 (clona SK1) marcaţi cu FITC şi faţă de 
CD28 (clona L293) marcaţi cu PE.

Datele rezultate din analiza fl ow-citometrică au 
fost exprimate în valori procentuale din totalul lim-
focitelor, cu excepţia exprimării CD28 în cadrul 
limfocitelor CD8+, iar valorile absolute ale sub-
seturilor limfocitare au fost calculate din numărul 
absolut al limfocitelor determinat prin evaluarea pe 
platforma hematologică.

ANALIZA DATELOR

Datele au fost prelucrate cu softul SPSS ver-
siunea 16.0. A fost efectuată o analiză statistică 
descriptivă pentru fi ecare subpopulaţie limfocitară 

de interes, în fi ecare din cele două loturi, exprimând 
valorile ca medie, deviaţie standard şi/sau interval 
de confi denţă 95%. Am utilizat metoda statistică 
t-test independent în vederea comparării mediilor 
între lotul HIV şi lotul control. Corelaţiile între 
vârstă şi variabilele imune de interes din cele două 
loturi au fost exprimate prin coefi cientul Pearson 
(r). Valorile p < 0,05 au fost considerate semnifi cati-
ve statistic.

REZULTATE

Compararea parametrilor de imunitate celulară între 
lotul HIV şi lotul control

Determinarea subpopulaţiilor limfocitare majore 
T, B, NK în lotul control şi lotul HIV au condus la 
datele exprimate în Tabelul 1. Determinarea sub se-
turilor obţinute din imunofenotiparea CD8/CD28 
în lotul HIV şi lotul control a condus la datele expri-
mate în Tabelul 2.

În subpopulaţiile limfocitare majore T, B, NK 
am obţinut diferenţe semnifi cative statistic pentru 
următoarele variabile, între lotul control şi lotul 
HIV: T CD4+ (46,9 vs. 21,3%, p < 0,001; 908 vs. 
436 celule/µL, p < 0,001); T CD8+ (21,9 vs. 45,9%, 
p < 0,001; 446 vs. 919 celule/µL, p < 0,001), CD4/
CD8 (2,26 vs. 0,57, p < 0,001). În subseturile CD8/
CD28 am obţinut diferenţe statistice în următoarele 
cazuri: CD8+ total (24,2 vs. 45,4%, p < 0,001; 499 
vs. 908 celule/µL, p<0,001), CD8+CD28+ (13,3 
vs. 18,4%, p = 0,001; 273 vs. 363 celule/µL, 
p=0,05), CD8+CD28- (10,7 vs. 27,0, p < 0,001; 
226 vs. 544 celule/µL, p<0,001) şi parametrul 
CD28 + din limfocitele CD8 + (55,6 vs. 41,9%, 
p < 0,001, 480 vs. 381 celule/µL, p < 0,001). 

Aceste observaţii susţin idea că parametrii ma-
jori de caracterizare pentru imunitatea celulară în 
lotul HIV diferă semnifi cativ statistic faţă de lotul 
control, inclusiv pentru subseturilee CD8/CD28: 
CD8+CD28+ şi CD8+CD28-. Diferenţele între 
celulele T (CD3+), celulele B (CD3-CD19+) şi 
celulele NK (CD3-CD16+/CD56+) între cele două 
loturi nu sunt semnifi cative. 

Evaluarea compartimentului de celule T este o 
componentă cheie în evaluarea atât a imuno senes-
cenţei, cât şi în monitorizarea infecţiei HIV. Singurul 
marker independent modifi cat într-un mod similar 
în infecţia HIV şi îmbătrânire a fost procentul de 
CD28+ din limfocitele CD8+, care a fost semni-
fi cativ mai scăzut la subiecţii HIV comparativ cu 
subiecţii control (media 41,9% vs. 55,6%, p = 
0,001) şi la subiecţii vârstnici control comparativ 
cu tinerii control (46,5% vs. 63,2%, p = 0,004). 
Aceste date sunt reprezentate în Tabelele 3 şi 4.
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TABELUL 3. Semnifi caţia statistică a diferenţei dintre 
subpopulaţiile limfocitare T (total, CD4, CD8), B şi NK 
lotului HIV şi control

Variabilă
Comparaţia valorilor 

relaƟ ve
Comparaţia valorilor 

absolute
Limfocite (total) – 0,927
Limfocite T 0,615 0,883
Limfocite T CD4+ < 0,001 < 0,001
Limfocite T CD8+ < 0,001 < 0,001
Raport CD4/CD8 < 0,001
Limfocite B 0,558 0,923
Celule NK 0,743 0,778

TABELUL 4. Semnifi caţia statistică a diferenţei între 
subseturile CD8/CD28 în lotul control şi lotul HIV

Variabilă
Comparaţia 

valorilor relaƟ ve
Comparaţia 

valorilor absolute
Limfocite CD8 + total < 0,001 < 0,001
Limfocite CD8 + CD28+ 0,003 0,005
Limfocite CD8 + CD28- < 0,001 < 0,001
CD28+/CD8 + total < 0,001 0,027

Infl uenţa vârstei asupra subpopulaţiilor limfocitare 
în lotul control şi în lotul HIV

Testarea corelaţiei liniare în cele două loturi, 
între variabila „vârstă“ şi variabila imună studiată, 
a condus la datele din Tabelele 5 şi 6. 

În Tabelul 5 sunt reprezentate corelaţiile sub-
populaţiilor limfocitare majore TBNK cu vârsta în 
lotul control şi lotul HIV. 

Pentru lotul control s-a observat o corelaţie 
liniară negativă a vârstei cu valorile procentuale ale 
următorilor parametri: limfocite, T, TCD8+ şi B, 
ceea ce înseamnă că odată cu înaintarea în vârstă 
aceşti parametri descresc. Pentru valorile absolute 
ale subpopulaţiilor limfocitare s-au observat acelaşi 
corelaţii negative ca pentru valorile procentuale, cu 
excepţia TCD4+, unde direcţia corelaţiei s-a in-
versat. O corelaţie liniară pozitivă s-a observat între 
vârstă şi celulele NK în valoare absolută şi pro-
centuală şi între vârstă şi CD4/CD8. Corelaţia 
vârstă-parametri imuni a fost slabă (r < 0,4) pentru 
majoritatea parametrilor studiaţi, iar o corelaţie 
medie (0,4 < r < 0,8) am obţinut doar pentru TCD3 
în valoare absolută (r = 0,408) şi NK în valoare 
procentuală (r = 0,468). În ceea ce priveşte semni-
fi caţia statistică a acestor diferenţe, am putut con-
stata o diferenţă semnifi cativă (p < 0,05), doar 
pentru TCD8+ în valoare absolută (p = 0,038). 

În lotul HIV am obţinut corelaţii pozitive între 
vârstă şi parametrii imuni în valoare procentuală 
pentru parametrii TBNK, cu excepţia limfocitelor 
T şi TCD8. În ceea ce priveşte valorile absolute, 
corelaţia cu vârsta a fost pozitivă, cu excepţia ra-
portului CD4/CD8, care a fost negativ. Forţa acestor 
corelaţii a fost slabă pentru toţi parametrii studiaţi 
(r < 0,4, p > 0,05). Nu s-a înregistrat nici o di ferenţă 
semnifi cativă prin înaintarea în vârstă, în lotul 
nostru HIV.

TABELUL 1. Subpopulaţiile limfocitare T (total, CD4, CD8), B şi NK în lotul control şi lotul HIV

Tip celular

Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Proporţia din total 
limfocite (%) 
(95% interval de 
confi denţă)

Valoare absolută
(celule/µL) 
(95% interval de 
confi denţă)

Proporţia din total 
limfocite (%) 
(95% interval de 
confi denţă)

Valoare absolută
(celule/µL) 
(95% interval de 
confi denţă)

Limfocite (total) 100 2.042 (1.856-2.228) 100 2.030 (1.843-2.218)
Limfocite T 70,9 (69,1-72,8) 1.438 (1.294-1.581) 71,9 (68,6-75,1) 1.452 (1.310-1.595)
Limfocite T CD4+ 46,9 (44,3-49,4) 908 (787-1.029) 21,3 (17,6-25,1) 436 (353-519)
Limfocite T CD8+ 21,9 (20,2-23,7) 446 (389-503) 45,9  (41,2-50,7) 919 (803-1.035)
Raport CD4/CD8 2,26(1,97-2,55) 0,57 (0,42-0,72)
Limfocite B 12,0 (8,7-14,2) 239 (202-277) 11,2 (9,3-13,2) 236 (185-287)
Celule NK 12,6 (9,6-16,1) 252 (212-291) 12,1 (10,0-14,2) 243 (193-293)

TABELUL 2. Subseturile CD8/CD28 în lotul control şi lotul HIV

Tip celular

Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Proporţia din total 
limfocite (%) 
(95% interval de 
confi denţă)

Valoare absolută
(celule/µL) 
(95% interval de 
confi denţă)

Proporţia din total 
limfocite (%) 
(95% interval de 
confi denţă)

Valoare absolută
(celule/µL) 
(95% interval de 
confi denţă)

Limfocite CD8 + total 24,2 (22,1-26,2) 499 (427-571) 45,4 (41,0-49,7) 908 (801-1.014)
Limfocite CD8+CD28+ 13,3 (11,7-15,0) 273 (230-317) 18,4 (15,9-20,8) 363 (317-409)
Limfocite CD8 +C D28- 10,7(8,9-12,6) 226 (175-276) 27,0 (22,6-31,2) 544 (452-636)
CD28+/CD8 + total 55,6 (49,3-61,8) 381 (344-432) 41,9 (36,8-47,0) 466 (428-547)
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În Tabelul 6 sunt reprezentate corelaţiile sub-
seturilor CD8/CD28 cu vârsta în lotul control şi 
lotul HIV. 

Pentru lotul control s-a observat o corelaţie ne-
gativă între vârstă şi valorile procentuale şi absolute 
ale CD8+total, CD8+CD28+, CD8+CD28-, 
CD28+/CD8+, cu excepţia valorii procentuale 
CD8+CD28-. Corelaţia negativă semnifi că faptul 
că, odată cu înaintarea în vârstă, aceşti parametri 
imuni descresc în lotul nostru control. Am obţinut 
corelaţii medii (0,4 < r < 0,8) pentru valorile pro-
centuale ale parametrilor CD8+CD28+ (r = 0,493) 
şi CD28+/CD8+ (r = 0,401) şi pentru valorile ab-
solute ale parametrilor: CD8 + total (r = 0,417) şi 
CD8 + CD28+ (r = 0,623). În ceea ce priveşte sem-
ni fi caţia statistică a acestor diferenţe, am putut 
constata existenţa unei diferenţe semnifi cative doar 
în cazul CD8+CD28+ în valoare procentuală 
(p = 0,010). În lotul nostru control, odată cu înainta-
rea în vârstă, am observat o descreştere a sub-
populaţiei CD8+CD28+. 

În lotul HIV corelaţii negative cu vârsta au fost 
obţinute pentru toţi parametrii imuni în valoare 
procentuală, iar corelaţii pozitive au fost obţinute 
pentru valorile absolute CD8+total şi CD8+CD28-. 
Forţa acestor corelaţii a fost slabă pentru toţi 
parametrii studiaţi (r < 0,4) şi nu s-au înregistrat 
diferenţe semnifi cative pentru acest subset imun, în 
lotul nostru HIV. 

În Fig. 1 sunt reprezentate corelaţiile vârstă-
parametri imuni, care au fost identifi cate ca fi ind 
statistic semnifi cative, în lotul control.

DISCUŢII 

Rezultatele obţinute în studiul nostru sunt un 
prim efort de a stabili referinţe naţionale pentru 
imunofenotiparea limfocitară la adulţii sănătoşi cu 
vârste inclusiv mai mari de 65 de ani, corespunzând 
unui important segment de populaţie în România. 
În diferite ţări au fost efectuate studii pentru 
stabilirea intervalelor de referinţă naţionale pentru 
subseturile limfocitare, tot mai frecvent fi ind extinse 
şi la populaţii vârstnice. Reichert şi alţii au publicat 
în 1991, din partea companiei Becton Dickinson 
(9), intervale de referinţă pentru subpopulaţiile 
limfocitare majore, valabile pentru indivizii de 
origine caucaziană. Aceste referinţe sunt cele 
incluse în software-ul fl ow-citometrelor produse de 
compania Becton Dickinson, inclusiv al celui 
utilizat în prezentul studiu. Există totuşi o re co-
mandare din partea companiei Becton Dickinson ca 
fi ecare utilizator să îşi constituie propriile intervale 
de referinţă, deoare există variaţii geografi ce sem-
nifi cative. În plus, în cei 30 de ani de la publicarea 
acelor rezultate, pe plan internaţional au fost pu-
blicate şi alte rezultate care susţin variabilitatea 
geografi că, inclusiv în România, în 1995 (10). După 

TABELUL 5. Corelaţia între vârstă şi subpopulaţiile limfocitare majore (exprimate procentual şi în valoare absolută) în 
cele două loturi 

Variabilă 

Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Analiza valorilor relaƟ ve Analiza valorilor absolute Analiza valorilor relaƟ ve Analiza valorilor absolute
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 

Limfocite (total) - - -0,344 0,085 - - 0,161 0,333
Limfocite T -0,144 0,484 -0,367 0,065 -0,287 0,080 0,029 0,864
Limfocite T CD4+ 0,171 0,403 -0,052 0,800 <0,001 0,999 0,068 0,685
Limfocite T CD8+ -0,198 0,331 -0,408 0,038 -0,143 0,393 0,022 0,894
Raport CD4/CD8 - - 0,228 0,262 -0,011 0,950
Limfocite B -0,205 0,316 -0,375 0,059 0,225 0,175 0,243 0,141
Celule NK 0,468 0,056 0,140 0,495 0,219 0,187 0,241 0,145

TABELUL 6. Corelaţia între vârstă şi subseturile CD8/CD28 (exprimate procentual şi în valoare absolută) în cele două 
loturi

Variabilă 

Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Analiza valorilor relaƟ ve Analiza valorilor absolute Analiza valorilor relaƟ ve Analiza valorilor absolute
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 
Coefi cient 
Pearson

Valoare P 

Limfocite CD8+ total -0,297 0,141 -0,417 0,034 -0,177 0,288 0,005 0,978
Limfocite CD8+CD28+ -0,493 0,010 -0,623 0,001 -0,131 0,431 -0,054 0,749
Limfocite CD8+CD28- 0,113 0,581 -0,058 0,780 -0,102 0,541 0,032 0,849
CD28+/ CD8+total -0,401 0,042 -0,526 0,012 -0,126 0,452 -0,042 0,902
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acest studiu din 1995, nu există alte publicaţii 
pentru regiunea noastră geografi că. Rezultatele 
imu nofenotipării limfocitare în cohorta noastră sunt 
minimal diferite faţă de rezultatele pu blicate de 
Roman şi alţii în 1995 (10), dar sunt ase mănătoare 
cu cele publicate de Reichter şi alţii (9). Acurateţea 
datelor de fl ow-citometrie este mult îm bunătăţită 
când se stabilesc intervale de referinţă naţionale, 
cunoscută fi ind variaţia largă a limfo citelor 
determinată de vârstă, sex, rasă. 

În lotul nostru control, în ceea ce priveşte feno-
tipul celular T, am constatat că, odată cu înaintarea 
în vârstă, subpopulaţia CD8+CD28+ exprimată 
procentual şi în valoare absolută descreşte. Scăderea 
cu vârsta a valorilor absolute pentru TCD8+ 
(p = 0,038) şi CD8+ total din lotul nostru ar fi  în 
concordanţă cu unele studii anterioare, care au 
arătat o scădere generalizată a numărului celulelor 
T (CD3+, CD4+, CD8+) în valoare absolută, fi ind 
considerată o caracteristică a îmbătrânirii sistemului 
imun (11,15). Alte studii au arătat o scădere a 
valorilor procentuale şi absolute pentru sub po-
pulaţiile CD3+, CD4+ şi CD8+ (16) sau lipsa unor 
modifi cări semnifi caţiei cu vârsta (13), discrepanţă 
care refl ectă mai probabil diferenţele din strategia 
de recrutare a donorilor. Evaluarea expresiei CD28 
la nivelul limfocitelor periferice CD8+ poate fi  un 
marker util de imunosenescenţă, atât la subiecţii să-
nătoşi, cât şi la subiecţii infectaţi HIV. Limfocitele 
care exprimă CD28+ sunt găsite mai puţin frecvent 
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la pacienţii HIV indiferent de vârstă şi la subiecţii 
vârstnici control. 

În ceea ce priveşte limfocitele B, în studiul 
nostru nu am înregistrat o modifi care semnifi cativă 
legată de vârstă nici în valoare procentuală şi nici 
absolută. Această lipsă de schimbare legată de 
vârstă este în concordanţă cu observaţii anterioare 
(9,13) dar în contradicţie cu raportări care încor-
porează centenari (2,6). În ceea ce priveşte celulele 
NK, în studiul nostru am înregistrat o creştere cu 
vârsta, marginal semnifciativă, doar în cazul va-
lorilor procentuale, nu şi în cazul valorilor absolute, 
în concordanţă cu unele studii (13), dar nu şi cu 
altele (11,6), diferenţele putând fi  explicate pe baza 
unor caracteristici fenotipice şi/sau clone de anti-
corpi monoclonali folosite pentru defi nirea celulelor 
NK. 

Diferenţele observate între valoarea procentuală 
şi absolută a variabilelor studiate indică faptul că, 
în interpretarea datelor, valorile procentuale ar 
trebui să fi e interpretate prioritar faţă de cele abso-
lute, având în vedere multitudinea de factori ce pot 
determina creşterea şi scăderea semnifi cativă, în li-
mitele normalului sau în afara acestuia, a numărului 
absolut de limfocite, număr care constituie baza de 
calcul pentru valorile absolute ale subpopulaţiilor 
limfocitare. Subpopulaţia CD8-CD28+, care in-
clude limfocitele TCD4+CD8+ semnifi cativ diferite 
la pacienţii HIV faţă de non-HIV (14), a fost unicul 
fenotip CD8CD28 pentru care nu am găsit o 

FIGURA 1. Corelaţia vârstă-parametri imuni cu semnifi caţie statistică, în lotul control
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diferenţă cu semnifi caţie statistică între lotul HIV şi 
lotul control. Acest fenomen poate fi  explicat prin 
heterogenitatea clinică a lotului HIV din studiul 
nostru, în ceea ce priveşte factorii care afectează 
imu nitatea independent de vârstă: nadirul numărului 
de limfocite TCD4, durata în ani de infecţie HIV şi 
de tratament ARV, precum şi gradul succesului tera-
peutic până la şi respectiv la momentul evaluării.

În concluzie, în lotul nostru de referinţă s-au 
înregistrat diferenţe legate de vârstă în sensul unei 
corelaţii inverse pentru TCD8+ (valoare absolută) 
şi CD8+CD28+ (procent şi valoare absolută), dar 

nu s-au înregistrat diferenţe legate de vârstă pentru 
parametrii T, TCD4+, B, NK şi CD8+CD28-. Stu-
diul nostru se adaugă eforturilor internaţionale de 
stabilire a intervalelor de referinţă locale pentru 
sub populaţiile limfocitare, care să includă şi 
populaţia vârstnică, fi ind înregistrate puţine în-
cercări în acest sens la noi în ţară. Corelaţiile clinice 
ale biomarkerului CD28+/CD8+ ar trebui studiate 
în continuare, în vederea validării parametrului 
CD28, ca un biomarker util în evaluarea imuno-
senescenţei. 
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