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"La sangre es vida", es parte de nuestro pensamiento magico-religioso. La sangre ocupa un 
lugar muy especial en la cultura de todos 10s pueblos, vigentes y desaparecidos, es parte de 
la historia misma de la humanidad. La sangre se ha ofrecido, se ha bebido, tirado, baiiado, 
reemplazado. estudiado y transfundido. Representa lo que el pensamiento y cultura de cada 
individuo o sociedad desea; simbolismo, misticismo, colorido, miedo, misterio, terror, 
sadismo o esperanza de vida, dolor, tristeza, amargura, amor, racismo, movimiento. drama 
y la riqueza misma. 

Los avances cinetificos-tecnologicos del siglo XX, han colocado a la inmunologia en una 
ciencia sin limites, pues debido a la combination de las tecnicas de inmunofluorescencia y 
citometria de flujo (C.F.) proveen de una poderosa herramienta para el diagnostic0 clinico. 
Aunque en la actualidad la C.F. se considera corno tecnologia de moda, esta tuvo su 
advenimiento desde 1940, cuando Coons midio la fluorescencia del antraceno unido a una 
molecula de un anticuerpo. En la actualidad la C.F. involucra la medicion de 10s cambios 
de resistencia electrica causados por 10s objetos de estudio o la refraction de la luz. En 
concreto la citometria de flujo se refiere a la medicion de las caracteristicas morfologicas 
de cetulas u otras particulas biologicas. Es un proceso en el cual las mediciones son hechas 
cuando las particulas pasan en linea en una corriente liquida a traves de un rayo laser.(l,8) 

Un avance que se da aun mas es el surgimiento de 10s anticuerpos monoclonales. La 
introduccion del rayo laser y las computadoras a la C.F. permitio que su utilizacion en 
biologia celular sea ilimitada. Especificamente en el area de histocompatibilidad, hub0 un 
gran increment0 en el numero de aplicaciones para la C.F. en ello se incluye el monitoreo 
inmunologico en pacientes transplantados y en la prueba cruzada por C.F.. 

Los linfocitos son derivados procedentes de celulas madres pluripotenciales, siguiendo un 
ordenado proceso de diferenciacion celular generalmente para formar celulas B maduras o 
celulas T con funciones criticas en el sistema inmune del huesped. Las celulas B producen 
anticuerpos (Ac), actuan como presentadores de antigenos (Ag) y liberan de citoquinas. 
Mientras que la funcione de la celula T es como regulador celular (cooperadora 
Ireguladoras) y celulas efectoras (celulas citotoxicas) asi tambien liberan una gran cantidad 
de citoquinas. Una tercera poblacion de linfocitos, referidos como celulas asesinas naturales 
(NK) funcionan como celulas citotoxicas y siguen en forma separada pero bajo una 
evolution definida. La interaccion de 10s linfocitos con Ag solubles extraiios o peptidos 
antigenicos encontrados sobre otras celulas constituyen el punto focal de la respuesta 
inmune. Es un proceso complicado que involucra la adhesion de celulas seguidas por un 
reconocimiento antigenic0 y finalmente activation celular. 
La evaluacion de 10s iinfocitos tanto de sangre periferica como de tejidos tiene un fin 
comun como metodo de laboratorio para asignar linajes en leucemias, linfomas y en el 
pronostico de infecciones como lade inmunodeficiencia humana (ej. HIV), y la evaluacion 
del potencial de la deficiencia inmunologica. 



El antecedente historic0 mas remoto corresponde a Lomonosov quien en 1742 invento 
un sistema de flujo para medir particulas de hidrosoles y aerosoles. lo que se denomino 
despues efecto Tyndall, anticipandose al microscopio de campo obscuro y a la medicion 
de 
particulas submicroscopicas por dispersion de un haz de luz. En el siglo XX, en la 
decada de 10s afios 30, Moldovan describe intentos, sin exito, de contar celulas que 
circulaban a traves de un tubo capilar. Al parecer se ha dicho que 10s equipos de 
medicion para especimenes biologicos descienden de aparatos para contar polvo en 
minas. El contador de particulas de Gucker, utilizado en la 11 Guerra Mundial y en la 
Escuela de Medicina de Harvard para la medicion de bacterias y esporas del medio 
ambiente, trabajaba con una de las mas potentes fuentes de luz que se conocia; el faro 
de un automovil Ford. Siguiendo a Gucker, el principio del sistema de corrient? de 
fluidos h e  adoptado por Crosland-Taylor y varias industrias en el desarrollo de aparatos 
para contar celulas sanguineas. El sistema Coulter esta basado en que la conductividad 
electrica de las celulas que pasan por un orificio pequefio, es mas baja que la de las 
soluciones salinas usadas como diluyente y esto puede detectarse por el cambio de la 
impedancia electrica en el orificio al momento de pasar.(8) 
El primer orificio que hizo Coulter, h e  hecho en papel celofan de una envoltura de 
cigarrillos(8) 

La diferenciacion entre globulos rojos y leucocitos fue hecha por Kosenov con el uso de 
naranja de acridina. Los pulsos de marcaje al comparar un globulo rojo que no se te6ia 
con los leucocitos, permitio una clara diferencia. Los aparatos que precedieron a 10s 
modernos equipos de citornetria de flujo, heron 10s de Kamenstsky quien midio el 
contenido de 10s acidos nucleicos y el tamaiio celular por esparcimiento del haz de luz, 
y el seleccionador celular de Fulwyler que utilizo el principio del impresor de tinta de 
chorro. Se han agregado sensores opticos y electronicos a 10s primeros equipos de 
citometria. Los modernos citometros de flujo para investigacion aparecieron en 10s afios 
70 y utilizaron helio, neon y argon como hentes de luz. En 1972 el grupo de 
Herzenberg en Stanford desarrollo una version mejorada de su seleccionador celular. 
Fue el primer equipo que pudo detectar sefiales fluorescentes de celulas que habian sido 
marcadas con anticuerpos conjugados a fluoresceina y rodamina.(8) 

En la ultima decada la C.F. se ha convertido en una potente herramienta para el 
Bnalisis de celulas sanguineas. En la clinica, la metodologia se divide en tecnicas de 
investigacion y de rutina. Esta ultimas son la inmunofel~otipificacion de linfocitos, la 
cuantificacion de DNA y el recuento de reticulocitos. Estos procedimientos 
proporcionan una information muy valiosa tanto para el diagnostic0 como para el 
seguimiento de 10s cambios ocurridos en el sistema inmune del sujeto HIV+.(8) 
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El citometro de flujo analiza poblaciones celulares en un tiempo muy corto, de 1000 a 
10000 celulas por segundo en promedio. Puede proporcionar la distribucion de diversos 
parametros.(8) 

La C.F. es un tecnica que permite la medicion simultanea de varias caracteristicas en 
una sola celula, por ejemplo tamaiio, granularidad y fluorescencia. Para esto el equipo 
de citometria utiliza sistemas opticos, de fluidos y electronicos. Los datos sobre estas 
caracteristicas celulares son analizados posteriormente por medio de 10s sistemas de 
c6mputo. Para analizar 10s linfocitos en el equipo de CF, las celulas deben estar en 
suspension y se hacen pasar por un sistema diseiiado de tal manera que se logra un flujo 
laminar en un enfoque hidrodinamico. Las celulas se localizan en el centro de fluido y 
asi interactuan con un rayo laser, modulado por una serie de lentes. El laser tiene su 
origen en una hente incandescente de argon. Cuando el ray0 laser encuentra presente 
alguna molecula fluorescente, esta es excitada y la luz dispersada y la luz fluorescente 
son colectadas por lentes colocados en posiciones adecuadas. Una combinacion de 
filtros y lentes dirigen las luces dispersada y fluorescente a 10s detectores. Los 
detectores producen una seiial electronica que es proportional a la cantidad de luz que 
incide sobre ellos. Los datos generados son recolectados para cada una de las particulas 
o eventos y las caracteristicas o parimetros que se miden para cada uno de ellos se 
basan en sus propiedades de dispersion de la luz y fluorescencia. Los datos recolectados 
se guardan en la computadora donde pueden analizarse para dar information acerca de 

. las subpoblaciones celulares de la muestra sanguinea.(l,8) 

Sistema de fluidos. Los constituyentes de un sistema de fluidos en el citometro se usan 
para colocar las particulas de la muestra en el centro del rayo laser. Para lograr esto, la 
suspension concentrada de particulas se coloca en una solucion llamada liquido de 
envoltura, el cual va ha rodear a la suspension celular. El compartimento del flujo 
celular, por donde circulan las celulas, esta diseiiado de tal manera que el flujo laminar 
sea estable. Esto significa que la coniente de la muestra permanece separada, per0 en 
posicion coaxial dentro del liquido de envoltura. El flujo de este liquido se acelera y 
atenua la suspension, causando que las particulas se localicen en el centro del fluido en 
un proceso llamado enfoque hidrodinamico (hydrodynamic focusing) (8). 

Sistema optico laser son las siglas de light amplification by stimulated emission of 
radiation ( amplification de la luz por emision esthulada de la radiation). El rayo laser 
producido por el argon y por la iampara de mercurio son 10s tipos de hentes luminosas 
mas ampliamente usadas en C.F.. La ventaja del rayo laser es su estabilidad y la 
capacidad de enfocarlo al tamaiio de la celula.(8) 
La dispersion de la luz se presenta cuando una particula refleja la luz que incide sobre 
ella. La magnitud a la cual esto ocurre, depende de las propiedades intrinsecas de la 
particula, principalmente su tamaiio y densidad. Los componentes de una celula que 
contribuyen a la dispersion de la luz son: la membrana, el nucleo y el material granular 
interno de la celula. La forma de la celula y la topografia de su superficie (rugosidad, 
lisura) tambien contribuyen en este proceso. La luz dispersada en la misma direccion del 
rayo laser se llama luz dispersada hacia el frente (FSC, de fonvar ligth scatter), la cual 
proporciona el area de superficie celular y detecta en la misma direccion en la que viaja 
el rayo laser incidente. La seiial FCS es generalmente herte y facilmente detectable por 
un fotodiodo simple. La buena resolution de la seiial FCS requiere que las particulas 
esten bien localizadas en el centro del flujo de la muestra y que el punto focal del rayo 
laser este localizado en la parte central del flujo.(8) 
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Una segunda setial de la dispersacion de la luz se recolecta a 90' con respecto a1 ray0 
laser. A esta se le conoce como luz dispersada hacia 10s lados ( SSC, de side scattered 
ligth). La serial SSC varia en proporcion a la estructura interna y la granularidad de la 
panicula. Un conjunto de lentes localizados a 90" del rayo lber  intercepta y enfoca la 
luz, la cual es dispersada y dirigida hacia detectores adecuados.(8) 

La correlacion de las seiiales FCS y SSC permite la discriminacion de 10s diferentes 
tipos celulares dentro de una poblacion celular heterogenea, sirviendo para identificar 
las principales subpoblaciones de leucocitos en la sangre humana. Con la seiial de FSC 
solo pueden discriminarse 10s diferentes tipos celulares, sin embargo, para lograr una 
mayor resolucion se usan ambas seiiales.(8) 

En la C.F. se emplean anticuerpos monoclonales conjugados a compuestos 
fluorescentes. Los compuestos fluorescentes absorben energia luminosa dentro de 
limites de longitud de onda que son caracteristicos para cada uno de 10s compuestos. 
Esta absorcion causa que un electron suba a un nivel mayor de energia. Este electron 
regresa a su estado basal emitiendo en diferente longitud de onda un foton como una 
liberacion del exceso de energia. El limite dentro del cual un compuesto fluorescente 
puede ser excitado, es conocido como espectro de absorcion. Debido a que se consume 
mayor energia en la transicion de absorcion que en la de emision de la fluorescencia, las 
longitudes de onda emitidas seran mas grandes que la de absorcion Estas longitudes de 
onda emitidas forman el espectro de emision. La seiial fluorescente generada debe ser 
proporcional a la cantidad de colorante que esta presente sobre la particula. Esto 
requiere que para un colorante dado se use una longitud de onda de excitacion 
adecuada. Tambien se necesita que se usen fluorocromos diferentes, se seleccionen 
cuidadosamente de tal manera que la fluorescsncia de una puede ser discriminada de la 
de 10s otros. Los equipos 10s agrupan en canales de fluorescencia, F1, F2 y F3. Si el 
rayo laser como hente  luminosa es originado en argon, deben elegirse fluorocrqmos 
que Sean excitados a 488 nm. El isotiocianato de fluoresceina (FITC) es el fluorocromo 
mas comunmente empleado, cuyo maximo de absorcion esta cerca de 10s 488 nm..(8) 

FITC FLUORESCENCE 

V 

520 nm 
"1 Emission 

FIG. No. 1 ESPECTRO DE EXCITACION Y EMISION DEL FLUOROCROMO 
FITC 



Puede usarse simultaneamente mas de un fluorocromo, si cada uno puede excitarse a 
488nm y si las longitudes de 10s picos de emision no e s t h  muy cercanas, por ejemplo la 
combinacion de FICT y ficoeritrina (PE) cumple con esta condicion ya que el espectro 
de emision para el FICT y la PE e s t h  lo suficientemente separadas para poder 
detectarse Esto permite utilizar dos marcadores en la misma celula.(8) 
Para detectar las seiiales de fluorescencia en el citometro, se emplean tubos 
fotomultiplicadores (PTM), 10s que responden a una amplia gamma de longitudes de 
onda. La capacidad para detectar \as seiiales luminosas requiere de detectores que sean 
sensibles a la luz. En el citometro de flujo se usan fotodiodos para detectar las seiiales 
FCS y tubos fotomultiplicadores sensibles para detectar las sciiales SSC y de 
fluorescencia. Los tubos fotomultiplicadores detectan y amplifican seaales debiles de 
luz. Un PMT responsable de la deteccion de una seiial de fluorescencia debe detectar 
solamente la luz asociada con el colorante fluorescente. La especificidad de un detector 
para cada uno de 10s colorantes puede hacerse optima colocando un filtro enfrente de 
cada PMT, el cual permite el paso de una banda reducida del espectro cercano al pico de 
emision del colorante. Un lente que separa el haz es responsable de dirigir las diferentes 
luces hacia dos direcciones distintas. Los fotones con longitud de onda mayor de 560 
nm se dirigen hacia el tub0 fotomultiplicador FL2 mientras que se transmite la luz de 
longitud de onda mas corta hacia el tub0 fotomultiplicador FL1.(8) 

Una vez que las seiiales luminosas son detectadas, se convierten a pulsos electronicos 
proporcionales a la intensidad de la luz incidente, 10s cuales son analizados y despues 
convertidos a seiiales digitales que se guardan en la computadora como informacion de 
datos. 
Los pertiles de intensidad se representan como histogramas, en donde el eje horizontal 
representa la poblacion de eventos que tiene mas fluorescencia. Se cuantifica en canales 
de fluorescencia y esta colocada en forma lineal en una escala de 0-250 canales 
(dependiendo de tipo de equipo) y en forma logaritmica de 10" hasta 104 . Cada 
evento se coloca en el canal que corresponde a su intensidad. Las seiiales con intensidad 
identica se acumulan en el mismo canal. Los eventos con seiiales con mayor 
fluorescencia se colocarh en canales que se encuentren hacia la derecha, aquellos con 
seiiales menores se colocarh en canales colocados hacia la izquierda.(9) 

Esto permite la distribution de 10s valores en una poblacion en donde se puede 
encontrar una mediana. El eje vertical se toma en forma arbitraria de acuerdo al tamaiio 
de la poblacion. Algunos sistemas de computo lo hacen automaticamente. Tambien es 
posible graficar la informacion como una correlation de dos parametros que se 
muestran simultaneamente, una sobre el eje de la X y el otro en el eje de las Y. 

En algunos citometros se pueden detectar cinco pariunetros. Dos son 10s parametros 
de dispersion de la luz y 10s otros son 10s parametros de fluorescencia FLI,FL2 Y FL3. 
En investigation, cualquiera de estas posibles combinaciones puede usarse para 
establecer una puerta lo que permite seleccionar una cierta subpoblacion en una mezcla 
de diferentes tipos celulares o bacterianos. Se define o establece una ventana. Los datos 
obtenidos pueden ser solamente 10s incluidos en la puerta o todos simultaneamente y 
esto permite valorar algunas subpoblaciones celulares y comparar su proportion con el 
resto. 



Los datos o la informacion que el citometro produce pueden presentarse en cuatro 
diferentes formatos: histogramas de frecuencia(side by side), diagrama de puntos (dot- 
plot), diagrama de contornos (contour plot) y diagrama tridimensional (isometric). 
Cada metodo tiene su utilidad propia, se selecciona a criterio del operador dependiendo 
de como quiera presentar 10s datos o hacer ressltar alguna informacion en particular:(9) 

Histograma de frecuencia (side by side, FIG. No.2). Es el mas empleado en 
investigacion. En el histograma se van colocando cada uno de 10s eventos en rangos o 
canales, en el eje de las X dependiendo de la intensidad de la caracteristica de muestra 
sanguinea que se esta evaluando. Cercano a1 origen en lado izquierdo; se colocan 10s 
eventos que tienen una menor intensidad de fluorescencia y hacia la derecha de la 
pantalla 10s de mayor intensidad. Los eventos restantes se colocan en forma 
acumulativa, de acuerdo al numero seleccionado previamente, de manera que se vaya 
integrando el histograma. Si la poblacion es uniforme en fluorescencia, la base del 
histograma sera estrecha, si no es uniforme sera mas amplia, ademas si hay varias 
poblaciones se apreciaran varios histogramas.(9) 

Diagramas de puntos (dot plot FIG. No. 3) .  Este tipo de diagramas es el mas 
comunmente utilizado en el trabajo de rutina y es la forma en que se presenta al 
paciente. De acuerdo al numero de eventos por valorar se puede seleccionar un punto en 
la pantalla por cada 10 o 100 eventos por registrar. Si tienen las mismas caracteristicas 
se reunlran en una zona produciendo una mancha con otros puntos alrededor y en las 
zonas donde hay menor numero de eventos se apreciaran puntos aislados. En este tip0 
de diagrama se pueden valorar dos caracteristicas en forma simulthea y se pueden 
combinar 10s cinco parametros mencionados, FSC, SSC,FLl,FL2 Y FL3. Normalmente 
se hacen combinaciones de dos en dos por ventana. Incluso, en la pantalla del monitor 
se pueden poner varias ventanas y analizarlas a1 mismo tiempo. Se puede por ejemplo, 
valorar el tamaiio de las celulas con su fluorescencia (FCS Y FLI). Con la aparicion en 
el mercado de 10s llamados marcadores simultaneos para FLl,FL2 Y FL3 v.gr. FL1; 
FITC, FL2; PE y FL3 TR ( Texas Red) hay otras modificaciones. En algunos 
instrumentos se puede aumentar la combination y el poder de analisis simultaneo con 
dos o tres rayos laser.(9) 

Contornos (contour plot FIG. No. 4). En este tipo de diagramas se observan lineas 
sinuosas en forma de contornos que definen la agrupacion de la poblacion. Este patron 
tambien puede definir las Breas de dos o mas tipos de celulas. Este diagrama es similar a 
la imagen de un mapa de contornos, en donde hay una similitud con una representacion 
bidimensional de una colina o montaiia vista desde un avion. Las cimas son definidas 
como anilllos concentricos de elevation aumentada, en el caso de las celulas, esto se 
traduce como un aumento en determinada region.(9) 

Tridimensional (isometric FIG. No 4). Este tipo de presentation aunque es m b  eelegante, no 
es utilizado para exhibir datos en la clinica y es poco empleado en investigacion. Tambien 
es una forma de interrelacionar varios parametros y es mis facil de interpretar ya que 10s 
diversos grupos celulares muestran diferentes cimas.(9) 
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FIG. No. 2 HISTOGRAMA DE FRECUENCIA (side by side) 

FIG. No.3 DIAGRAMA DE PUNTOS (dot plot) 
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FIG. No. 4 DIAGRAMA DE CONTORNOS (LZQ.) Y TRIDIMENSIONAL (DER.) 
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SISTEMAS DE COMPUTO (SOFTWARE). 

Existen diferentes paquetes de cornputacion o softwares que permiten el andisis de 
datos y la calibracion del equipo con la finalidad de obtener resultados objetivos y 
reproducibles, que ayuden a1 diagnostic0 del estado inmunologico del paciente.(9) 



Hay determinados criterios embriologicomorfologicos, datos fisiopatologicos y 
tecnicas diagnosticas de laboratorio relativos a la sangre, sin cuyo conocimiento 
hematologico no seria oosible el estudio clinic0 com~leto de cualauier oaciente. 

Con similicidad, la sangre es un liquido rojo unico; claro(arteria1) u obscuro (venoso), 
de composition variable, que circula a traves de 10s vasos sanguineos del organismo, 
con volumen total aproximado de 30 mlIKg. de peso. partiipa en las accvidades 
fisiologicas y patologicas de todos 10s organos y esta compuesta de un liquido llamado 
plasma en el que estin suspendidos 10s eritrocitos ( celulas hematicas rojas), 10s 
leucocitos (celulas hematicas blancas) y trombocitos (plaquetas), denominados en 
conjunto hematocitos. Estos elementos de l i  sangre desempeiian distintas funciones. 
Los eritrocitos estin intimamente asociados con el flujo cardiaco, las actividades 
pulmonar y renal, y la respuesta de 10s vasos sanguineos con el fin de oxigenar 10s 
tejidos corporales. Los leucocitos participan en la fagocitosis, para lo cual utilizan 10s 
granulocitos y monocitos junto con factores plasmaticos coexistentes. Los linfocitos y 
sus sucesores, las celulas plasmaticas, se encargan de elaborar las fracciones 
gammaglobulinicas, intimamente asociadas con la formacion de anticuerpos y con 
alteraciones tisulares. Los eosinofilos y badfilos participan en 10s fenomenos de 
hipersensibilidad. Las plaquetas son iniciadoras y corresponsales del proceso de 
coagulacion (1 5) 

F I S I O L O G ~  DEL SISTEMA VASCULAR. 

A fin de comprender el significado de las variaciones cualitativas y cuantitativas de la 
medula osea y la sangre periferica, resulta adecuado efectuar una breve revision de la 
fisiologia de la sangre y de 10s organos de la hematopoyeticos. (15) 

El mesenquima o tejido conectivo primordial del embrion es la primera fuente de 
desarrollo sanguineo, con tres fases dinamicas intimamente ligadas entre si. En el 
embrion humano, la fase mesoblastica o megaloblatica se inicia, a veces, durante 10s dos 
primeros meses (probablemente ya en el tercer dia) en el saco vitelino, especialmente en 
10s islotes hematicos del irea vasculosa. La parte mesodermica de esta irea forma una 
estructura tubular comouesta de dos caoas: una externa que constituye las celulas 
hematicas primitivas (hemocitoblastos o hemohicioblastos) que poseen un gran nucleo 
con red de cromatina vesicular y un delgado borde de citoplasma.(l5) 

El megaloblasto de Ehrlich, firmado a partir del hernocitoblasto, se introduce en la luz 
de 10s vasos sanguineos y, gradualmente, llega a hemoglobinizarse (hemoglobina 
embrionaria a 6 ) a partir de las substancias precursoras tip0 porfirina que contiene su 
citoplasma; posteriormente se transforma en una celula hematica roja nucleada 
primitiva. Estas celulas rojas nucleadas mas pequeiias contienen mas hemoglobina 
(ejemplo de ellas son el pronormoblasto, normoblasto basofilico y otras). El eritrocito 
maduro se produce finaimente mediante un proceso de eritropoyesis normoblastica que 
se caracteriza por la perdida del nucleo. Los procesos anteriores duran hasta las nueve 
semanas de la vida embrionaria, mientras tanto se inicia la fase hepatica de formacion 
sanguinea ( I  5) 



Comienza en apariencia intravascularmente en el higado entre la sexta o novena 
semana embrionaria con focos de normoblastos basofilos que se producen a partir de las 
celulas mesenquimatosas indiferenciadas, las cuales se diferencian de las celulas 
hepaticas, hasta el quinto mes. El bazo y el timo tambien participan en estos procesos 
intravasculares. Las celulas leucociticas granulares comienzan a surgir 
extravascularmente a partir del mesodemo, comenzando en el cuarto mes y emigrando 
a traves de las paredes capilares para hacerse intravasculares. Hasta el quinto mes 
embrionario se produce relativamente pocas celulas sanguineas de la serie blanca. Las 
celulas de la serie linfocitica se producen en el bazo, ganglios linfaticos y timo. El bazo 
sirve especialmente como organo de reserva de la medula osea, en especial porque su 
microcirculacion parece estar bien acondicionada para la formacion de las celulas 
sanguineas. Las celulas de las series eritrocitica (conteniendo cadenas 
polipeptidicas de hemoglobina fetal a y ) y granulocitica se contintian formando 
intrahepaticamente, aunque cada vez en menores cantidades, hasta el nacimiento.(l5) 

FORMACION DE SANGRE FASE MIELOIDE. 

Esta se inicia en el quinto mes de la vida intrauterina, simultaneamente con el 
desarrolio de las cavidades oseas, primer0 se forman 10s leucocitos granulares, seguidos 
de las celulas de tipo eritrocitico. Mientras tanto, no hay practicamente hematopoyesis a 
partir de las celulas hepaticas rnesenquimatosas. Estas cdulas, junto con otras celulas 
del sistema reticuloendotelial. Las celulas del revestimiento ( macrofago, clasmatocito, 
hemohistioblasto) adquieren nuevas funciones y se hallan en ocasiones en la coniente 
sanguinea con un aspect0 similar al de grandes monocitos.(l5) 

FORMACION DE SANGRE EXTRAUTERINA. 

TEJIDO MIELOIDE. Aunque todavia existe una cierta hematopoyesis hepatica y 
esplenica hasta el decimoquinto dia de la vida extrauterina, en el nacimiento la medula 
osea ya ha desarrollado completamente la produccion de celulas eritrociticas y 
leucociticas granulares. En el nacimiento, todas las estructuras esqueleticas fetales 
contienen medula osea y continuan en este estado hasta 10s dos o tres aiios de edad.(l5) 

SISTEMA RETICULOENDOTELIAL. 
Debido a la falta de medula osea grasa de reserva relativamente poco o nada 

funcionante, cualquier necesidad (crisis repentinas tales como una hemoragia u otras 
enfermedades) de formacion sanguiena que surja hasta 10s dos o tres aiios de edad 
origina una hematopoyesis extramedular por parte de las celulas reticuloendoteliales del 
higado, bazo y, en ocasiones, de 10s tejidos renal y adiposo retroperitoneal. La mayoria 
de 10s investigadores creen que las celulas reticuloendoteliales son las precursoras de 
todos 10s elementos formes de la sangre, es decir, que por division y maduracion dan 
lugar a las primeras celulas sanguineas identificables con un nucleo primitivo y un 
protoplasma basofilo. Estas son algunas de las celulas diferencia'das de la serie eritroide 
y mieloide de la circulation sanguinea. Sin embargo, es materia de controversia el lugar 
especifico de origen (intravascular o estravascular) y el estadio en el cual la 
diferenciacion de las primeras celulas se hace 10s suficientemente permanente como 
para dar lugar solo a un tip0 especifico de celulas(l5) 
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Rappaport ha propuesto una derivation de las celulas a partir del sistema 
reticuloendotelial. 

Recientemente, algunos investigadores han postulado que cada sistema celular debe 
ser alimentado continuamente a partir de una fuente de cdulas madre. Esto se ha 
sugerido, sobre todo, debido a que todas las celulas sanguineas se pierden continua e 
irremediablemente en 10s tejidos o mueren en la circulacion periferica, y en cambio su 
numero permanece aparentemente constante en 10s individuos normales. Sin embargo, 
es a todas luces evidente que una celula madre funcionante en una persona normal debe 
tener la capacidad de autorreplicacion y de diferenciacion. Evidencias indirectas 
apuntan a la presencia en el hombre de una celula madre pluripotente para granulocitos 
(incluyendo monocitos), rnegacariocitos y eritrocitos, pero no para 10s linfocitos. Esta 
ultima celula puede ser la menos habitual entre las celulas sanguineas maduras norrnales 
en el adulto en el cual es su propia celula madre; es decir, 10s linfoncitos en la 
circulacion periferica pueden dividirse y aparentemente reproducirse por si mismo. Los 
conceptos modernos sugieren la existencia de una serie de compartimientos de celulas 
madre hematopoyeticas, caracterizados por el hecho de que la potencialidad de cada 
compartimiento subsiguiente es mas restringido que el precedente. En otras palabras: 
cada una de las subdivisiones mas inmaduras no es un ciclo generativo activo, y las 
celulas mas diferenciadas se desarrollan a partir de 10s ultimos compartimientos de 
celulas madre capases ser controlados directamente. ( 1  5) 

La medula osea adiposa relativamente poco activa inicia su aparicion de 10s cinco a 
10s siete aiios de edad y es evidente en la adolencia (1 1 a 14 aiios), cuando 10s huesos 
largos comienzan a desarrollar medula osea adiposa en sus porciones diafisarias. Este 
proceso aumenta gradualmente de las partes distales a las proximales de 10s huesos 
hasta que toda la medula roja (except0 en 10s extremos superiores del humero y el 
femur) ha sido reemplazada a la edad de 20 a 22 aiios. Las zonas funcionantes de 
medula roja, con produccion de hematies y leucocitos granulares, residen en 10s huesos 
planos del organismo, como, por ejemplo, el estemon, vertebras, costillas y el iliaco. 
(15) 

Respecto a la maduracion normal de las celulas hematicas pueden establecerse ocho 
principios: 
1) Las celulas blasticas no contienen granulos. 
2) Las celulas blasticas contienen un gran nucleo y una pequeiia cantidad de 

citoplasma. Normalmente el nucleo comprende desde 10s % a 10s 718 del h e a  
celular. 

3)  A medida que las celulas envejecen, el cltoplasma se hace menos basofilico; cuanto 
mas azul es el citoplasma mas joven es la celula. La celula plasmatica constituye 
una excepcion a esta regla. 

4) A medida que la celulas envejecen, la cromatina del nucleo se hace mas intensa, y 
cuanto mas obscura es la tincion del nucleo mas intenso es su contenido en 
cromatina. 
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5) Normalmente, cuando la celula envejece aumenta de tamafio. El megacariocito 
constituye la excepcion. 

6) Los nucleolos estin presentes en las celulas jovenes y tienden a desaparecer en las 
celulas maduras. 

7) Hay cuatro tipos diferentes de grhulos que se ponen de manifiesto con la tincion de 
Wright: granulos neutrofilos, basofilos, eosinofilos y azurofilos. 

8) A medida que las celulas envejecen, 10s grhulos especificos se hacen menos 
intensos y mas pequeiios.(l5) 

TRANSFORMACION 

A medida que las celulas hematicas se desarrollan y se distribuyen en la sangre 
periferica, tienen lugar las variaciones citoplasmaticas y nucleares.   st as se aprecian en 
el proceso sincrono y asincrono, en la diferenciacion citoplasmatica, la maduracion 
nuclear y la reduccion del tamafio de la celula.(l5) 

El proceso sincronico normal del desarrollo de la celula hematica es un proceso 
dinamico de transition en que no existe igualdad de tipo celular en las observaciones 
realizadas de las extensiones de sangre periferica y medula osea de cualquier paciente. 
El sincronismo del desarrollo paralelo concomitante y coordinado del citoplasma y del 
nucleo puede estar asociado con el asincronismo o diferente relacion de maduracion del 
nucleo y del citoplasma. De esta forma, las celulas tipicas asociadas con un desarrollo 
celular sincrono pueden verse en la misma extension sanguinea junto a celulas atipicas o 
e x t r ~ a s  formadas como resultado de una maduracion citologica sincronica(l5) 

El termino leucocito incluye todas las celulas blancas de la sangre y sus precursores de 
10s organos productores- celulas mielociticas (granulociticas), linfociticas y 
monociticas-. Quimicamente, 10s leucocitos se componen de agua (82%), fosfolipidos, 
nucleoproteinas, glucogeno, acido lactico, fosfatasa alcalina y otras enzimas, histamina 
y pequefias cantidades de sodio, potasio, cinc, magnesio, calcio, cloro, fosforo 
inorganic0 bicarbonato. La glucolisis en 10s leucocitos es fundamentalmente aerobia. 
Los metamielocitos y 10s leucocitos neutrcfilos, especialmente en las infecciones, 
contienen grandes cantidades de glucogeno, que esta disminuido en la leucemia 
mieloide cronica y aumentado en la policitemia Vera. Los monocitos no tienen 
glucogeno. La fosfatasa alcalina esta elevada en 10s neutrofilos cuando existe infeccion. 

El nucleo y el citoplasma de 10s leucocitos jovenes en crecimiento activo contienen 
una elevada proporcion de acidos nucleicos e s t h  unidos a las proteinas y foiman las 
nucleoproteinas. (15) 

Los leucocitos del recien nacido se originan a partir de unas celulas primitivas o 
celulas de la medula osea, con cierta produccion a partir de celulas reticuloendoteliales 
fija; en el tejido linfoide y esplenico, el timo y la medula osea.(15) 

El sistema linfoide esta formado por varios tipos de celulas: 
Linfocitos, celulas accesorias, principalmente macrofagos y otras celulas 

presentadoras de antigenos (APC) (en algunos casos) celulas epiteliales y 
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hncionalmente esta organizado en dos tipos de organos linfoides: organos linfoides 
primarios o centrales, que proporcionan el entomo para la maduracion de linfocitos 
(linfopoyesis), de modo que 10s linfocitos adquieren su repertorio de receptores 
especificos para cada tipo de antigeno; 10s linfocitos se seleccionan de modo que poseen 
autotolerancia (evitacion de la autoinmunidad). 
Los organos linfoides primarios son: el timo, donde maduran 10s linfocitos T la medula 
osea en el adulto como organo de maduracion de 10s linfocitos B. 
En el feto temprano esta hncion la toma el higado, aunque paulatinamente se ve 
sustituido por la medula. En las aves, el equivalente hncional de la medula es la Bolsa 
de Fabricio. (1 6) 

Organos linfoides secundarios o perifericos, que proporcionan el entomo para que 10s 
linfocitos interaccionen entre si, o con las APC y otras cdulas accesorias, y para que 
entren en contact0 con el antigeno; diseminan la respuesta inmune al resto del cuerpo 

Los organos linfoides secundarios son: 10s ganglios linfaticos, que recogen Ag de 10s 
tejidos el bazo, que recoge Ag de la sangre tejidos linfoides asociados a mucosas 
(MALT), que recogen Ag de las mucosas en la respuesta secundaria, la medula osea 
actua igualmente como organo secundario.(l6) 

I ORGANOS Lth'FOIDES PRIMARIOS 

Timo 
Es un organo plano y blando situado en la cavidad torkica, por encima del corazon. 
Esta formado por dos lobulos rodeados por capsula de tejido conjuntivo. A su vez, 10s 
lobulos e s t h  divididos en lobulillos separados entre si por trabeculas de tejido 
conjuntivo. Cada lobulillo timico esta relleno de celulas linfoides denominadas 
timocitos, dispuestas en una corteza de gran densidad celular y una medula (interior) de 
menor densidad celular. Desde la corteza hasta la medula existe un gradiente de 
diferenciacion, de modo que en la corteza se encuentran 10s timocitos mas inmaduros, 
mientras que en la medula se localizan 10s timocitos en fases madurativas mis 
avanzadas. Tanto la corteza como la medula estin rellenas de una red de celulas no 
linfoides que constituyen el estroma timico, y que consta de varios tipos celulares: tres 
tipos de celulas epiteliales: en la corteza mas externa, las celulas nodriza en la corteza, 
celulas corticales epiteliales en la medula, celulas medulares epiteliales. Celulas 
dendriticas interdigitantes sobre todo en el limite cortico-medular. Macrofagos, con una 
localization similar a las dendriticas. Todas estas celulas no linfoides del estroma 
expresan en sus superficies moleculas MHC de tip0 I y/o 11, y participan en la 
maduracion y seleccion de 10s timocitos hacia celulas T maduras. En la medula timica 
aparecen 10s denominados corpusculos de Hassall: acumulos concentricos de celulas 
epiteliales. Su hncion es desconocida, pero su numero va aumentando con la edad. En 
el proceso de maduracion intratimica de 10s linfocitos , 10s progenitores linfoides de 10s 
linfocitos, procedentes de la medula osea, entran en el timo y cornienzan a dividirse 
activamente en la corteza; sin embargo, alli mueren por apoptosis mas del 95% de las 
celulas generadas, que son eliminadas por 10s macrofagos. Los sobrevivientes van 
emigrando hasta la medula, donde terminan de madurar, y salen del timo como celulas 
T virgenes maduras (inmunocompetentes), por medio de las venulas postcapilares del 
timo.(l6) 

I Durante todo este proceso 10s timocitos han ido interactuando con celulas 
estromales provistas de MHC en sus membranas (celulas nodriza a celulas corticales 
epiteliales a celulas dendriticas), produciendose dos fases de seleccion de timocitos: 
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seleccion positiva: solo sobreviven aquellos timocitos que hayan generado receptores 
TCR capaces de reconocer moleculas MHC propias; 10s demas mueren por apoptosis. 
seleccion negativa: se eliminan por muerte celular programada 10s timocitos que 
habiendo superado la seleccion positiva hayan resultado autorreactivos, es decir, 10s 
timocitos que reconozcan moleculas del propio individuo (autoantigenos) presentadas 
por el MHC propio, o que tengan una afinidad demasiado alta hacia el MHC propio 
solo.(l6,l7) 

De esta forma solo salen como linfocitos T maduros aquellas celulas autotolerantes 
(no inmunidad a lo propio) y capaces de reconocer antigenos (moleculas extraiias al 
propio individuo) en el context0 del haplotipo propio del MHC. 
El timo de 10s mamiferos va involucionando con la edad, a partir de la pubertad. 
En humanos, al nacer, el timo pesa 10-15 g, alcanza su orto en la adolescencia, epoca 

en la que llega a pesar 40-70 g, y va regresionando, de modo que en la vejez solo pesa 3 
g, aunque siempre queda un remanente de zona medular. 
Por lo tanto, en la vida adulta, la produccion de linfocitos T en el timo decae bastante, 
aunque siempre existe una actividad residual. Evidencias sobre la relacion entre funcion 
timica y respuesta inmune: 
La timectomia neonatal en ratones provoca que disminuyan acentuadamente 10s 
linfocitos T circulantes, y se induce una ausencia de inmunidad especifica celular. 
Los ratones transgenicos noqueados ("ratones K.O.") de tip0 nude ("desnudos") tienen 
un defect0 genetic0 que impide el desarrollo del timo. Estos ratones presentan una 
sintomatolog.ia similar a la descrita en el pirrafo anterior. 
En humanos existe una enfermedad genetica conocida como sindrome de DiGeorge, en 
el que no se desarrolla el timo: 10s efectos son igualmente la carencia de linfocitos T y 
la ausencia de respuesta inmune celular especifica. 
En la fase adulta, cuando el timo ha involucionado, sigue habiendo maduracion de 
linfocitos T en otros lugares, principalmente en el epitelio intestinal, donde se produce 
linfopoyesis de celula T gd y T ab, que permanecen en el epitelio intestinal o migran a 
la lamina propia.(l7) 
Sitios de desarrollo de linfocitos B: medula osea (mamiferos) y bolsa de Fabricio (aves). 
La bolsa (bursa) de Fabricio es una porcion especial dorsal de la cloaca, con una 
estructura a base de corteza y medula. La medula osea en 10s adultos de 10s mamiferos 
es un equivalente "disperse" de la Bolsa de Fabricio. La porcion implicada en la 
maduracion de 10s linfocitos B esta constituida por islas de tejido hematopoyetico. 
Precisamente por su caracter dihso es mas dificil de estudiar que la Bolsa.(l7) 

Los linfocitos maduros virgenes que salen de 10s organos linfoides primarios emigran a 
10s organos y tejidos linfoides perifericos: Capsulados: en ellos se produce la secrecion 
de Ac que se distribuiran por la circulation; tambien se dan respuestas celulares locales, 
ganglios (recogen Ag de la piel y de superficies internas), bazo (recoge Ag de la sangre) 
Organos no capsulados asociados a mucosas (MALT): protegen del Ag que entre 
directamente a traves de mucosas (gastrointestinal, respiratoria, genitourinaria) Su 
respuesta es la secrecion de inmunoglobulina A secretoria (sIgA), que recubrira la 
superficie mucosal (epitelial). Acumulos mis  o menos difusos (no capsulados), 
dispersos por casi todo el cuerpo. 



Sistema linfatico y ganglios linfaticos 

El componente fluido de la sangre (plasma) se extravasa desde 10s capilares a 10s 
tejidos, generando el liquido intersticial. Parte de este retorna a la sangre a waves de las 
membranas capilares, pero el resto, llamado linfa, fluye desde 10s tejidos conectivos a 
una red de finos capilares linfaticos abiertos, y de alli va pasando a vasos cada vez 
mayores (vasos linfaticos). Finalmente, la linfa llega a1 mayor vaso linfatico, 
denominado conduct0 todcico, que descarga a circulation sanguinea a nivel de la 
subclavia izquierda (cerca del corazon). (17) 
De este modo se cumple una de las hnciones del sistema de vasos linfaticos: capturar 
fluido procedente de 10s tejidos y reingresarlo en la sangre, asegurando niveles estables 
de fluido en el sistema circulatorio. 

En si 10s ganglios linfaticos son pequefios agregados nodulares de tejido linfoide 
situados a lo largo de 10s canales linfaticos en todo el cuerpo. Los epitelios, como la piel 
y la mucosa de 10s sistemas gastrointestinares y respiratorio, asi como 10s tejidos 
conectivos de la mayor parte de 10s organos, tienen drenaje lmfatico. De este modo, el 
sistema linfatico constituye un mecanismo de recogida de antigenos, y las celulas de 10s 
ganglios linfaticos muestran la linfa en busca de material antigenic0 extraiio. 

Cada ganglio linfatico esta rodeado por una capsula fibrosa que es perforada por 
numerosos linfaticos aferentes, que vacian la linfa en 10s senos subcapsulares. El 
ganglio consta de una corteza externa en la que hay agregados de celulas que 
constituyen 10s foliculos, algunos de 10s cuales contienen Breas centrales llamadas 
centros germinales y de regiones externas llamadas manguito. Los foliculos que carecen 
de centros germinales se denominan foliculos primarios, y 10s que 10s tienen son 
foliculos secundarios. La medula intema contiene linfocitos menos densos y fagocitos 
mononucleares dispersos entre 10s sinusoides linfaticos y vasculares. A menudo se 
encuentran linfocitos y celulas accesorias muy proximas pero no forman uniones 
intecelulares, lo que es imponante para mantener la capacidad de 10s linfocitos para 
migrar y recircular entre la linfa, la sangre y 10s tejidos. La linfa que llega a 10s senos 
subcapsulares se filtra a waves de la corteza y de la medula y salen a traves de un solo 
vaso linfatico eferente situado en el hilio.(l6) 

En ireas particulares del ganglio e s t h  secuestradas diferentes clases de linfocitos y 
celulas accesorias no linfoides. Los foliculos son ireas ricas en celulas B de 10s ganglios 
linfaticos. Los foliculos primarios contienen deforma predominante linfocitos B 
maduros en reposo que aparentemente, no ha sido estimulados recientemente por 
antigenos. Los centros germinales, que aparecen en respuesta a la estimulacion por 
antigenos proteicos dependientes de celulas T cooperadoras, contienen numerosos 
linfocitos grandes. Los centros germinales son 10s lugares donde las celulas B 
estimuladas por antigenos proliferan y dan lugar a una progenie que produce 
anticuerpos con una elevada afinidad pot el antigeno. Las celulas dendriticas 
foliculares, que residen en 10s centros germinales, muestran 10s antigenos sobre su 
superficie y activan de forma selectiva a las celulas B que se unen a1 antigeno con alta 
afinidad. Las celulas plasmaticas completamente desarrolladas salen de 10s centros 
germinales y pueden migrar hera  de 10s ganglios linfaticos a otros tejidos. (16) 

Los linfocitos T se localizan de forma predominante entre 10s foliculos y en la corteza 
prohnda, las llamadas ireas parafoliculares. La mayor parte de estas celulas T son 
celulas T cooperadoras CD4+ entremezcladas con celulas CD8+ relativamente escasas. 
Los linfocitos T nativos, que no habian sido estimulados por sus antigenos extraiios 
especificos, entran en 10s ganglios linfaticos a traves de la linfa o de las venulas 
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especializadas cubiertas por endotelio cuboidal, denominadas venulas de endotelio alto, 
que abundan en las zonas ricas en celulas T. Aqui las celulas T se encuentran con 
antigenos extrarios que han sido transportados al ganglio en linfa, las celulas dendriticas 
interdigitantes, que tambien abundan en las ireas de celulas T, asi como otras cdulas T 
nativas. De este modo, 10s ganglios linfaticos son 10s lugares en que se inician las 
respuestas de las celulas T frente a 10s antigenos proteicos que se llegan en la linfa.(l6) 

La medula contiene linfocitos dispersos, gran nlimero de macrofagos y celulas 
dendriticas y, en 10s ganglios a 10s que drenan lugares de inmunizacion, numerosas 
celulas plasmaticas, todas las cuales se entremezclan con 10s canales linfaticos. 

La estructura de 10s ganglios linfaticos no es fija, sino que cambia con la exposicion al 
antigeno. Por ejemplo, 10s centros germinales aparecen en la semana posterior a la 
inmunizacion, y gradualmete remiten tras la elimination del estimulo antigenico.(l6) 

Bazo. 
El bazo es un organo que pesa unos 150 g en 10s individuos adultos, localizado en el 

cuadrante superior izquierdo del abdomen. Esta vascularizado por una sola arteria 
esplenica, que atraviesa la capsula en el hilio y se divide en ramas cada vez mas 
pequeiias que se rodean de trabeculas fibrosas protectoras y de soporte. Las arteriolas 
pequeiias estin rodeadas por manguitos de linfocitos, llamados vainas linfoides 
periarterales, a las cuales estin unidas 10s foliculos linfoides, algunos de 10s cuales 
contienen centros germinales. Las vainas linfoides periarteriolares y 10s foliculos estin 
rodeados por un aniUo de linfocitos y macrofagos, llamados zona marginal. Estos 
tejidos linfoideos densos constituyen la pulpa blanca del bazo. Las arteriolas acaban al 
final en sinusoides vasculares, entre 10s que se encuentran dispersos un gran numero de 
eritrocitos, macrofagos, celulas dendriticas, escasos linfocitos y celulas plasmkicas; 
esto constituye la pulpa roja. Los sinusoides acaban en venulas que drenan a la vena 
esplenica, que transporta la sangre fuera del bazo a la circulation portal. 

Los linfocitos y las celulas accesorias estin dispuestos anatomicamente en el bazo 
como lo estin en 10s ganglios linfaticos. Las vainas periarteriolares contienen 
principalmente linfocitos T, siendo las dos terceras partes de la clase cooperadora CD4+ 
y una tercera CD8+. Los foliculos y 10s centros germinales son predominantes zonas de 
celulas B, y tienen las mismas caracteristicas anatomicas y funciones que en 10s 
ganglios linfaticos. Las zonas marginales contienen linfocitos B y celulas T CD4+. Los 
antigenos y 10s linfocitos entran en el bazo a traves de 10s sinusoides vasculares; el bazo 
carece de venulas de endotelio altos. La activacion de las celulas B se inicia en las zonas 
marginales, adyacentes a las celulas T cooperadoras de las vainas linfoides. Las celulas 
B activadas migran posteriormente a 10s centros germinales o a la pulpa roja. 

En principio, la funcion del bazo y su respuesta frente a 10s antigenos es muy similar a 
la de 10s ganglios linfaticos, siendo la diferencia esencial que el bazo es el principal 
lugar de las respuestas inmunitarias frente a antigenos transportados por la sangre, 
mientras que 10s ganglios linfaticos e s t h  implicados en las respuestas frente a 10s 
antigenos transportados por la linfa. El bazo es tambien un filtro importante de la 
sangre; sus macrofagos de la pulpa roja son responsables del aclaramiento de la sangre 
de sustancias extraiias y de eritrocitos viejos incluso en ausencia de inmunidad 
especifica.(l6) 



OTROS ORGANOS PERIFERICOS. 

Ademas de 10s ganglios linfaticos y del bazo, 10s linfocitos se encuentran dispersos 0 

formando agregados en muchos tejidos. Algunas de estas colecciones estin 
anatomicamente bien organizadas y tienen propiedades especiales. Localizados por 
debajo de las mucosas del tub0 gastrointestinal y de las vias respiratorias hay agregados 
de linfocitos y de celulas accesorias con una. estructura y funcion similar a la de 10s 
ganglios linfaticos. Estos agregados son las placas de Peyer en la lamina propia del 
intestino delgado, las amigdalas en la faringe y 10s fo1icu;os linfoides submucosos en el 
apendice y a lo largo de la via abea  superior. Los tejidos linfoides de estos lugares 
constituyen el sistema inmunitario mucoso. El sistema inmunitario cutineo consta de 
linfocitos y celulas accesorias situadas en la epidermis y la dermis. (16) 

LINFOCITOS 

La especificidad de las respuestas inmunitarias se debe a 10s linfocitos, que son las 
unicas celulas del cuerpo capaces de reconocer de forma especifica y distinguir 
diferentes determinantes antigenicos. Esto se ha establecido a partir de varias pmebas: 

1 .  La transferencia adoptiva de inmunidad humoral y mediada por celulas desde 
individuos inmunizados a otros nativos, puede alcanzarse solo por medio de 
linfocitos o de sus productos secretados. 

2. Algunas inmunodeficiencias congenitas y adquiridas se asocian a una reduccion de 
10s linfocitos en la circulation periferica y en 10s tejidos linfoides. Ademas, la 
depletion selectiva de linfocitos con fiirmacos, radiacion o anticuerpos especificos 
altera las respuestas inmunitarias. 

3. A menudo se encuentran linfocitos en un numero elevado en 10s lugares de 
inmunizacion o en 10s tejidos linfoides a 10s que drenan esos lugares. 

4. La estimulacion de linfocitos cultivados por antigenos conduce a respuestas in vitro 
que muestran muchas de las caracteristicas de las respuestas inmunitarias inducidas 
bajo condiciones in vivo mis fisiol6gicas. 

5.  Lo que es mas importante, 10s receptores especificos de alta afinidad de 10s 
antigenos son producidos por linfocitos y no por otras celulas. 

Desarrollo y heterogenicidad linfocitaria 

El linfocito pequeiio tiene de 8 a 10 micras de diametro y tiene un gran nucleo con una 
heterocromarina densa. Hay un anillo delgado de citoplasma que contiene unas pocas 
mitocondrias, ribosomas y liposomas, pero no organelos especializados. Los linfocitos 
constan de distintos subgrupos que difieren en sus funsiones y productos proteicos, 
aunque todos parecen morfologicamente similares. Una clase de linfocitos es la de 10s 
linfocitos B, asi llamados porque en 10s pajaros se vio inicialmente que maduraban en 
un organo llamado bolsa de Fabricio. En 10s mamiferos, no hay un equivalente 
anatomic0 de esta bolsa y 10s primeros estadios de maduracion de la celula B ocurren 
en la medula osea. De este modo, linfocitos "B" se refiere a derivado de la bolsa o de la 
medula osea (en ingles, bone marrow). Los linfocitos B son las unicas celulas capaces 
de producir anticuerpos. Los receptores de antigen0 de 10s linfocitos B son formas de 
anticuerpos unidas a la membrana. La interaccion de 10s antigenos con estos anticuerpos 
de membrana inicia la secuencia de activacion de las celula B, que culmina en el 
desarrollo de celulas efectoras que secretan activamente anticuerpos.(l6) 16 



La segunda clase principal de l~nfocitos son 10s linfocitos T, cuyos precursores surgen 
de la medula osea y despues migran y maduran en el timo (el nombre de Linfocitos "T" 
se refiere a que deriva de timo). Los linfocitos T se subdividen ademas en poblaciones 
funcionalmente, siendo las mejor definidas las celulas T cooperadoras y las celulas T 
citoliticas (o citotoxicas). Las celulas T no producen anticuerpos. Sus receptores de 
antigenos son moleculas de membrana diferentes, aunque estructuralmente relacionadas 
con 10s anticuerpos. Los linfocitos T cooperadores y citoliticos muestran una inusual 
especificidad hacia 10s antigenos: reconocen solo antigenos peptidicos unidos a 
proteinas que se codifican en el complejo mayor de histocompatibilidad (MI-IC) y se 
expresan sobre la superficie de otras celulas. Como resultado de ello, estas celulas T 
reconocen y responden a antigenos asociados a la superficie celular pero no a 10s 
solubles. En respuesta a la estimulacion antigenica, las celulas T cooperadoras secretan 
hormonas proteicas llamadas citocinas, cuya funcion es promover la proliferacion y 
diferenciacion de las celulas T asi como de otras celulas, incluidas las celulas B y 10s 
macrofagos. Las citocinas tambien atraen y activan a 10s leucocitos inflamatorios, 
incluidos macrofagos y granulocitos, proporcionando importantes conexiones entre la 
inmunidad especifica de las celulas T y la inmunidad natural. Los linfocitos T 
citoliticos(LTC) lisan a las celulas que producen antigenos extrailos, como las celulas 
infectadas por virus y otros microorganismos intracelulares. Ademas de realizar las 
funciones de cooperadora y citolitica, las celulas T pueden inhibir las respuestas 
inmunitarias. (16) 
El avance mas importante en la identificacion y analisis de estos subgrupos de cdulas 

T ha sido el descubrimiento de que las poblaciones con hnciones diferentes expresan 
proteinas de membrana diferentes. Estas proteinas sirven como marcadores fenotipicos 
de las diferentes poblaciones linfocitarias. Por ejemplo, la mayor parte de las celulas T 
cooperadoras expresan una proteina de superficie llamada CD4, y la mayor parte de 10s 
LTC expresan un marcador diferente llamado CD8. Los anticuerpos contra tales 
marcadores pueden, por lo tanto, utilizarse para identificar y aislar diferentes 
poblaciones linfocitarias. Muchas de las proteinas de superficie inicialmente 
reconocidas como marcadores fenotipicos dc diferentes subpoblaciones linfocitarias 
result0 que, tras su analisis posterior, desempeiiaban importantes tareas en las hnciones 
biologicas de estas celulas. Estos marcadores se denominan con la nomenclatura 
unificada CD que significa "cluster of differentiation" ( en espaiiol, grupos de 
diferenciacion) y se refiere a 10s grupos de anticuerpos monoclonales que pueden 
utilizarse para identificar la estirpe o estadio de diferenciacion de 10s linfocitos, y de 
este modo distinguir una clase de linfocitos de otra. Los metodos inmunologicos 
posibilitan la deteccion de antigenos, moleculas de inmunoglobulina y receptores en la 
membrana celular que pueden ser especificos para una linea celular o para un estadio 
madurativo o bien pueden tener una distribucion mas amplia; se dispone de 
heteroantisueros contra inmunoglobulinas de superficie o citoplasmaticas, ademas de un 
gran numero de anticuerpos monoclonales. Existen gran cantidad de anticuerpos 
monoclonales que han sido estudiados en distintas reuniones de trabajo ("Workshop") 
celebradas en Paris (1982), Boston (1984), Osford (1986) y Viena (1989). Actualmente 
se conocen 78 CD (o grupos de diferenciacion antigenicos) que agrupan anticuerpos 
monoclonales de caracteristicas similares y/o identicas, y se hallan definidos por un 
numero. Un grupo o CD puede incluir una serie de anticuerpos monoclonales que 
detectan diferentes epitopos de una molecula y por tanto sus propiedades funcionales, 
bioquimicas, y su reactividad con celulas hematopoyeticas puede no ser identica. 
(6,16,18,19)Estos CD se distribuyen de la siguienteforma: 



VALORES DE REFERENCU DE SUBPOBUCIONES LI)JFOCIT.+RUS 

Antigenos linfoides T . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 CD 
Antigenos linfoides B . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  17 CD 
Antigenos mieloides . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  11 CD 
Antigenos megacariocitos y plaquetares . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 CD 
Antigenos de activation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 CD 
Antigenos no especificos o de celulas NK . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 CD 

Marcadores caracteristicos de  la diferenciacibn linfoide T 

El metodo de identificacion de 10s linfocitos T consiste en la formacion de rosetas 
espontheas con hematies de carnero. La naturaleza de esta interaccion se ha esclarecido 
con la caracterizacion de la molecula del receptor CD2 y su ligando LFA-3. 

Ademas del CD2 existen otros marcadores especificos o altamente asociados con el 
linaje T como CD1, CD3, CD4, CD5, CD7.CD8.(18) 

La transferasa terminal desoxinucleotidilica (TdT) no es especifica de este linaje, 
pero es un indicador de la inmadurez celular. El HLA-DR se encuentra en otras estirpes 
celulares y sugiere un estado de inmadurez o de activacion en las celulas T. El antigeno 
CD7 es el marcador mas precoz de las celulas T y se expresa durante toda su 
maduracion calificandose como pan T. La expresion del CD3 en el citoplasma es mas 
precoz que su aparicion en la membrana.(l8) 

TIP0 CELULAR UBICACION MARCADORES 
Protimocito MO TdT,HLA-DR,CD7 CD2(in), 

CD3ci 
Tirnocito inmaduro Timo TdT,CD7,CD2,CDS,CD3ci,C 

D3 8,CD 1, CD41CD8 
Timocito comun Timo TdT(des), 

CD7,CD2,CDS,CD3ci, 
CD38, CDI, CD4lCD8 

Timocito maduro Timo TdT(des), 

Linfocito T maduro 

Linfocito T activado 

CD7,CD2,CDS,CD3, CD38, 
CD 1 (des), CD4 ylo CD8 

SP y TL CD7,CD2,CDS,CD3,CD4 o 
CD8 

SP y TL HLA-DR, CD7, CD2,CDS, 
CD3, CD4 o CD8 

MO: Medula osea 
SP: Sangre periferica 
TL: Tejidos linfoides 
(in) : Indica que el antigeno inicia su expresion en este estadio 
(des): Indica que la expresion de este antigeno desaparece durante este estadio 
CD3ci: CD3 citoplasmatico 
CD418: Coexpresion de 10s antigenos CD4 Y CD8 

Marcadores caracteristicos de la diferenciacihn linfoide B 

El metodo clasico de identificacion de linfocitos B es la deteccion de inmunoglobulinas 
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VALORES DE REFERENCLA DE SUBPOBLAClOHES L 1 N F O C I T . U  

de superficie (IgS) que aparecen en estadios intermedios de diferenciacion de 10s 
linfocitos B. - - 

El CD 19 se considera como un marcador pan B y aparece en estadios muy tempranos 
de diferenciacion y persiste hasta la celula plasmatica que, al igual que para otros 
marcadores (CDIO, CD20, CD21, CD22, IgS) es negativa. La celula plasmatica 
presenta como marcadores caracteristicos el CD38 Y EL PCA-I junto con la expresion 
de inmunoglobulinas citoplasmaticas (IgC).(18) 
La detecccion de TdT y HLA-DR no es especifica de 10s linfocitos B, pero es util en el 
establecimiento del estadio de maduracion, mientras que el HLA-DR se encuentra 
durante toda la maduracion B, except0 en las plasmkicas, la expresion de la TdT y 
CD34 esta restringida a estadios inmaduros. 
Los marcadores CD10, CD22, Ig,CD20 Y CD21 se expresan secuencialmente en la 
superficie de las celulas B si bien la expresion de CD22 es mas precoz a nivel 
citoplasmatico. El antigeno CD5 a pesar de ser un pan T se expresa en una subpoblacion 
de celulas B y en las celulas neoplasicas de la leucemia linfatica cronica B.(18) 

TIP0 CELULAR 
Celula pre-pre-B 

Celula pre-B 

Linfocito B inmaduro 

Linfocito B maduro 

Linfocito B activado 

Celula plasmkica 
Linfocitos B con memoria 

MARCADORES 
HLA-DR, TDT, CD19, CDlO(in), CD22 
ci.CD38, CD24 
TdT, HLA-DR, CD19, CDIO, CD22, 
CD20, CD24,pC 
HLA-DR, CD 19;CD24, CD20, CD22, 
CD2 1, SigM 
HLA-DR, CD19, CD24, CD22,SigM, 
CD20, CD21, SigD 
HLA-DR, CD19, I S  CD38*, CD20, 
CD10t,CD23, CD71, CD25 
IgC, CD38, PCA-I 
HLA-DR, CD19,CD24,CD20,CD22, IgG o 
M, IgG 0 A 

CD22 ci: CD22 citoplasmatico 
IgC: Inmunoglobulinas intracitoplasmaticas 
Igs: Inmunoglobulina de superficie 
(in): Indica que el antigeno inicia su expresion en este estadio 
*: Se expresa en una fraccion de celulas 
SigD: IgD de membrana 
SigM: IgM de membrana 
pC: Cadena p intracitoplasmatica 

Marcadores caracteristicos de  la diferenciacion de cClulas monomielocitica, 
eritroides y megacariociticas. 
Los antigenos CD13, CD41, CD42 la glicoforina 4 son marcadores especificos para la 
serie monomielocitica, megacariocitica y eritr~ide respectivamente, y pueden detectarse 
en celulas progenitoras inmaduras a1 igual que en otras mas diferenciadas de sus 
respectivas estirpes. 
El CD13 se considera un marcador pan-monomielocitico que aparece en estadios muy 

tempranos de diferenciacion de la serie monocitioco-macrofagica, aparecen otros 
marcadores como CD 15, CDl l b,CD14, CDl lc, y en la serie mieloide aparacen CD 15 y 
CDI lc. 



I VALORES DE REFERENCM DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARUS 

Los antigenos CD34 y HLA-DR se hallan en estadios muy tempranos de 
diferenciacion en la celula progenitora granulo-mono-eritro-rnegacariocitica, el CD34 
persiste hasta las distintas celulas comprometidas, celula progenitora eritroide, celula 
progenitora megacariocitica. (18) 

La tercera clase importante de linfocitos no expresa marcadores de celulas T ni B y, 
por lo tanto, se le denomino inicialmente poblacion de celulas nulas. Ahora parece clara 
que la mayor parte de las celulas nulas son linfocitos grandes con numerosos granulos 
citoplasmaticos capaces de lisar diferentes celulas tumorales e infectadas por virus sin 
una estimulacion antigenica clara. Por ello, a estos linfocitos se les llama linfocitos 
granulares grandes o cdulas agresoras naturales ( NK, del ingles natural killer), 
denorninacion que define un gmpo morfologicos o funcional.(l, 18) 

Algunas de las caracteristicas sobresalientes de 10s antigenos de las celulas linfoides 
son: 

CD 19 

Peso molecular 
59154 polipeptidos 

Tamaiio del gen humano 
8kb 

COOH 

Distribucion en 10s tejidos 

El CD 19 es expresado en todas las celulas B humanas precursoras CDlO (Antigenos 
CALLA) y la cadena p intracitoplasmatica. Este no es expresado en celulas plasmaticas. 
El CD19 esta tarnbien presente en celulas dentriticas foliculares. 

Estmctura 

La region extracelular de CD19 consiste de dos dorninios fijos -C2 IgSF separadas por 
una region que contiene un par de residuos Cys pero no tiene secuencia significativa 
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homologa con ninguna proteina conocida. El gran dominio ciplasmatico esta altamente 
conservado entre las especies y contiene diversos sitios potenciadores de fosforilacion 
en residuos de Ser, Thr y 9 residuos de Try. 

Funcion 

El CD19 esta involucrado en la regulacion de la protiferacion de celulas B, La counion 
de CD19 con IgM disminuye el umbra1 para la estimulacion de IgM-dependiente. La 
union del anticuerpo de CD19 en celulas B y celulas pre-B induce un aumento en 10s 
niveles de calcio intracelular, con la consecuente activation de las celulas B.(19) 

TcR 

a p 

Y 

COOH COOH 

Distribution en 10s tejidos 

Se expresa durante la timopoyesis y sobre las celulas T maduras en la periferia. Menos 
del 10% de las celulas T perifericas expresan el complejo y/6 TcR pero, en el raton la 
gran mayoria de las celulas T presentan en algunos tejidos epiteliales y/6+ y tiene gran 
cantidad de receptores. 

Estructura. 
Consiste de dos proteinas IgSF y una proteina IgSF negativa aunque la estequiometria 
precisa de 10s complejos individuales no es conocida y hay otras moleculas que pueden 
estar involucradas. Los heterodimeros dp y 10s heterodimeros y/6 son clonotipicos y 
consiste de una region variable Ig y un dominio constante. El dominio de la 
transmembrana del clonotipo y las cadenas invariables poseen carga opuesta a 10s 
aminoacidos. La cadena lJ forma hemodimeros con compuestos disulfuro o menos 
frecuente heterodimeros con sobreposiciones variantes de la cadena q. La cadena < es 
relacionada con la cadena y del receptor Fc de la IgE y puede tambien asociarse con el 
Fc del receptor CD16. 
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Funcion 

Los heterodimeros a l p  y y16 reconocen el antigeno peptidico encontrado en 10s 
antigenos del MHC y la subsecuente seiial de transduccion mediada por cadenas guias a 
la activacion de celulas T. La afinidad de la interaccion entre el TcR y el 
MHClcomplejo peptidico es del orden de 2xlOM-1. La seiial de transduccion involucra 
tirosina kinasa y la activacion de fosfolipasa C, seguida por un giro a fosfo-inositol y la 
activacion severa de la via del segundo mensajero. (19) 

Peso molecular 
48400 polipeptidos 

> 
Distribution en 10s tejidos. COOH 

El CD4 es expresado en algunos timocitos y aproximadamente en dos terceras partes de 
las celulas T de la sangre periferica, las cuales constituyen las celulas CD8 negativas. 
En humanos y ratas, pero no en raton el CD4 es expresado en monocitos y macrofagos. 

Estructura. 

El dominio extracelular formado por cuatro dominantes IgSF. La estructura de 10s 
dominios del amino terminal, tiene que ser determinada por rayos-X, cristalografia, 
confirmando con ello la presencia de un enlace-Ig. El dominio 2 es caracterizado por 
disulhro inusual dentro del dobles beta y en el dominio tres falta un disulfuro en la 
posicion que se encuentra en 10s demas dominios IgSF. 

Funcion 

El CD4 de las celulas T es una molecula accesoria en el reconocimiento de antigenos 
extrafios en asociacion con 10s antigenos del MHC-clase 11. Los anticuerpos 
monoclonales contra CD4 inbiben la funcion de las celulas T in vivo e in vitro. 
El dominio citoplasmatico del CD4 es fosforilado en 10s residuos de Ser 408,415,431, 
cuando las celulas T son activadas por 21 antigeno o por esteres. El dominio 
citoplasmatico interactua con una tirosina-kiasa linfocito-especifica llamada p561ck. 
El CD4 es un receptor para el HIV-1 (Virus del SIDA) y la union de la proteha viral 
pg120 a esta region es el amino terminal del dominio.(l9) 



CDS 

Peso molecular 
a 23552 polipeptidos 
P 1 2 135 1 polipeptidos 

Distribution en 10s tejidos 

El CD8 es expresado sobre muchos timocitos: y aproximadamente en una tercera parte 
de las celulas T de la sangre perifkrica, las cuales constituyen las celulas CD4 negativas. 
El CD8a puede ser detectado en algunas celulas NK en niveles bajos y se encuentra en 
todas las celulas NK de la rata. 

Estructura 

En las celulas de 10s roedores, el CD8 es expresado como un heterodimero de CD8a y 
CD8P, esto tambien parece ser el caso para 10s humanos. El enlace Ig del dominio de 
CD8a y CD8P son separados por una secuencia transmembranal de una region rica en 
residuos de Pro, Ser y Thr. El NH2 terminal del polipeptido maduro tiene que ser 
establecido por una secuencia proteinica. 

Funcion. 

El CD8 actua como un coreceptor con antigenos del MHC clase-I restringido a TcRs. 
En el desarrollo de las celulas T. La funcion de coreceptor CD8 es importante para la 
selection positiva de antigenos del MHC clase 1 restringido a celulas T CD8+. El 
dominio extracelular de CD8a se liga al dominio a 3  del MHC clase I. El dominio 
citoplasmatico de CDa  se liga a tirosina kinasa p56 atraves de la modification hecha en 
dos residuos de Cys en una manera similar a CD4.(19) 



Peso molecular 
( 0 )  127438 polipeptidos 
(ABC) 145590 polipeptidos 

Distribution en 10s tejidos. 

Las proteinas del CD45 se encuentran en todas las celulas madres hematopoyeticas, 
except0 en la de 10s eritrocitos. Varias isoformas de CD45 son generadas por el 
entrecruzamiento alterno de 10s tres exones que pueden ser insenados inmediatamente 
despues en el NH2 terminal de una secuencia de ocho aminoacidos encontrada sobre 
todas las isoformas. De las ocho posibles combinaciones de 10s exones, siete pueden ser 
encontradas a nivel de RNAm. Las diversas isoformas son expresadas sobre diferentes 
tipos de celulas linfoides y su expresion puede ser seguida con la utilization de un 
anticuerpo monoclonal que reconoce una sola isoforma o el conjunto de las ocho 
isoformas. Los epitopes relevantes son llamados CD45Rq CD45RB, CD45C y 
CD450 respectivamente. Las celulas B expresan una isoforma simple. Entre las celulas 
T perifericas CD4+ se encuentran uno o dos extra exones. Esta expresion diferencial se 
utiliza para definir las subespecies de las celulas T CD4+, en las cuales las celulas T 
nativas expresan esos exones, donde las celulas activadas y las celulas de memoria 
expresan fonnas incluidas en esos exones en niveles bajos. Los timocitos expresan en 
niveles bajos la isofonna Mr del CD45. Las isoformas expresadas del CD45 en las Cel. 
CD8+, cel. NK, monocitos, macrofagos, granulocitos y celulas dentriticas linfoides no 
estan caracterizados, aunque es sabido que esas celulas expresan el CD45. 

Estructura. 

El dominio extracelular de CD45 tiene 391 a 552 aminoacidos de largo con 11-16 
ligandos-N para sitios de union para carbohidratos. El codigo de la secuencia para 
proteina de 10s exones 3-8 es rico en Ser, Thr y Pro y tiene multiples ligandos-0 de 
carbohidratos. El resto dei dominio extracelular contiene 16 residuos de cisteina 10s 
cuales son conservados en el raton, rata y humanos. El dominio citoplasmatico es 
grande (700 aminoacidos) y contiene dos dominios fosfatasa fosfo-tirosina, uno de 10s 
cuales tiene actividad enzimatica. El dominio intracelular es fosforilado en Ser, en 
respuesta a la activacion PKC. 

Funcion. 
La expresion del CD45 es necesaria para la sefializacion del receptor celulas T. La 
actividad de la fosfatasa fosfo-tirosina es muy importante para la regulacion de la 
actividad de tirosina-kinasa p56. No hay evidencia que 10s cambios en el dominio 
extracelular altere la actividad de la fosfatasa.(l9) 



La citometria de flujo esta siendo involucrada en una gran cantidad de disciplinas tales 
como: 

Analisis de partieulas: 

Tamaiio de distribucion 
Refiactibilidad 
Concentracion 

Separacion: 

Enriquecimiento celular 
Concentracion celular 
Verificacion de analisis 

Diagnostico de anemia 
Diagnostico de leucemia 
Deteccion de infeccion 

Produccion de anticuerpos 
Estudios de toxicidad 

Inmunologia: 

Densidad de epitopes Subespecies linfocitarias 
Tipo de epitopes Estmctura de superficie celular 
Proximidad de la superficie del receptor Estudio de sistema inmune 

Predisposicion a enfermedades 

Biologia Celular: 

Contenido de DNA 
Contenido de FWA 
Cariotopo de algunos cromosomas 
Contenido de proteinas 
Actividad enzimatica 
pH intracelular 
Potencial de membrana 
Viabilidad 
Fluido de membrana 

Analisis de ciclo celular 
Bioquimica celular 
Mutagenesis 
Desordenes geneticos 
Toxicidad celular 
Funcion celular 
Actividad celular 
Analisis de cromosomas 
Estructura celular 

De todas las disciplinas en la cual se aplica la citometria de flujo este estudio se enfoca 
mas a la inmunologia, dentro de ella a le inmunofenotipificacion de subespecies 
linfocitarias. La cuantificacion de poblaciones linfocitarias puede ser una i n f ~ r m a c i o n ~ ~  



invaluable para algunas situaciones clinicas, mas en muchas otras es utilizada como una 
herramienta de diagnostico. La evaluacion de 10s linfocitos tanto de sangre periferica 
como de 10s tejidos tiene un fin comun como metodo de laboratorio para asignar linajes 
en leucemias y linfomas, pronosticacion en infecciones de inmunodeficiencia humana 
(ej. HIV), y la evaluacion del potencial de la deficiencia inmunologica(l,5,6, 20,21) 
El objetivo central del estudio es la capacidad de diferenciar las clases de linfocitos (ej. 
CD3+, cel. T) o subclases (ej. CD4+/CD3+, cel. T cooperadora). Esta selection se 
realiza utilizando anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos y valorados por 
C.F. 
El instrumento permite que el juicio individual de fluorescencia multiple y mediciones 
no fluorometricas de un gran numero de celulas rapidamente. Esto tiene la ventaja de 
poder identificar dos o mas caracteristicas superticiales (o intracelulares) 
simultaneamente en cada celula individual. Esto facilita la evaluacion de las subclases 
de Linfocito, diferenciacion y estado de activacion. 
Las celulas pueden ser distinguidas por la presencia de un marcador. Esos marcadores 
por lo general son glicoproteinas que pueden ser expresadas, sobre la superficie celular 
o intracelularmente. Esos marcadores pueden ser expresados particularmente por un tip0 
de celulas o linajes que se encuentran distribuidos en diferentes cantidades en otros 
tipos de celulas o linajes. 
Dentro de la inmunofenotipificacion se utilizan anticuerpos caracterizados (policlonales 
o monoclonales), que son directamente, dirigidos a un marcador de superficie celular, 
tales anticuerpos son utilizados en la identification y cuantificacion de celulas 
hematopoyeticas, asi como celulas no-hematopoyeticas. Para llevar a cab0 eUo se 
realiza en forma de lnmunofluorescencia Directa o Indirecta. 
La tecnica de inmunofluorescencia directa utiliza anticuerpos que e s t h  directamente 
conjugados con un fluorocromo (eg. Isocianato de fluorescina (FITC) o la ficoeritrina 
(PE)). Las celulas aisladas son primeramente incubadas con un anticuerpo primario que 
esta directamente ligado al fluorocromo, se lava, se resuspende y posteriormente se 
analiza por citometria de flujo(1). (FIG No. 5) 

FIG. 5 TECMCA DE M O F L U O R E S C E N C I A  DlRECTA 



La tecnica de Inmunofluorescencia indirecta, requiere de una incubacion adicional al 
principio con el anticuerpo primario el cual es especifico para evaluar el marcador de 
superficie, este no esta conjugado al fluorocromo. La primera incubacion es realizada 
con un anticuerpo no conjugado, seguido por una segunda incubacion donde se adiciona 
un anticuerpo conjugado a un fluorocromo (ar~ticuerpo secundario) el cual es especifico 
para el anticuerpo primario. El anticuerpo mas comunmente utilizado como anticuerpo 
secundario es un policlonal, anticuerpo de cabra-anti-cuerpo de raton conjugado a 
fluoresceina, sin embargo para la prueba cruzada por citometria de flujo el anticuerpo 
secundario es cabra-anti IgG-humana. En 10s siguientes pasos, las celulas son lavadas, 
fijadas y leidas por citometria de flujo.(l) 
Dentro de la inmunofenotipificacion cabe mencionar que se puede llevar acabo con un 
solo color (un fluorocromo) con dos o tres colores; por lo que es fundamental saber 
seleccionar 10s fluorocromos utilizados dentro del estudio a realizar, para ello se deben 
tomar encuenta caracteristicas como que estos Sean capaces de excitarse con longitud 
de onda luminosa, estable a su almacenamiento, que la longitud de onda excitadora sea 
diferente a la longitud de la luz emitida, que se descomponga minimamente con la 
exposicion a la luz. Siendo el FITC (el fluorocromo mas utilizado como primer 
marcador y la PE como segundo marcador; posteriormente como tercer marcador se 
puede utilizar el Per-CP de esta manera 10s fluorocromos se unen de manera covalente a 
10s anticuerpos, sin alterar la capacidad de ello a 10s fluorocromos vinculados a 10s 
anticuerpos especificos constituyan un medio util para observar 10s lugares donde se 
produce la reaccion Antigeno-Anticuerpo. De ello como se menciono la utilization de 
dos a ues 'fluorocromos nos permite llevar a cab0 dobles a triples tinciones, 
identificando con ello 4 subpoblaciones o 8 subpoblaciones en un solo tub0 
respectivamente.(l) 

Para que la evaluation de las subpobalciones de linfocitos proporcione informacion 
valida en relacion con 10s cambios o alteraciones en diferentes condiciones, y pueda ser 
de utilidad en la clinica, se deben establecer 10s valores de referencia ap:opiados en 
poblaciones elegidas cuidadosamente, de manera que 10s individuos no presenten 
ningtin padecimiento que pudiera alterar 10s resultados. De ello se han realizado 
diversos estudios previos de citometria de flujo en 10s cuales se han encontrado 
variaciones en 10s humanos sanos. (1 1,12,14,22) 
Primeramente de las variaciones biologicas que hay que considerar, es que 10s 
linfocitos e s t h  constantemente recirculando de 10s tejidos a la sangre, h f a ,  medula y 
tejidos linfoides. Los linfocitos sanguineos representan solo el 2% del total de 10s 
linfocitos del cuerpo, el resto son temporalmente residentes primarios (timo, medula 
osea del hueso) y secundariamente (vaso, nudos linfaticos, placas de Peyer). La relacion 
entre 10s niveles sanguineos de leucotitos y 10s leucocitos de 10s tejidos puede no ser 
establecido.(l4) 
Segundo las poblaciones linfocitarias varian ampliamente y rapidamente como resultado 
de la intervencion de enfermedades virales y bacterianas, psicologicas y estres 
emotional ademas del uso de drogas(inc1uyendo nicotina y cafeha). (14,23) 
Tercero la diferencia de genero, edad y etnica, asi como tambien fluctuaciones 
circadianas y estacionales.(l l,l2,13,14,23,24,25-30) 
Hay variables tecnicas que tambien afectan a 10s niveles de subpolaciones linfocitarias 
tales como : 

-Anticoagulante utilizado, debido a que de ello va ha depender el period0 en el cual va 
ser procesada la muestra.(l) 
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a) EDTA-K3 debera procesarse antes de 24 horas preferentemente en las 6 primeras 
horas. Transcurridas las 24 horas algunas supoblaciones de linfocitos se ven 
afectadas. 

b) Citrato-Dextrosa ACD o heparina las muestras pueden conservarse hasta un maximo 
de 36 horas antes de procesarse. 

El almacenamiento y transporte de las muestras debera hacerse a temperatura ambiente 
entre 18 a 20 OC. Nunca a temperatura por debajo de 16 "C, ni superior a 37"C.(1) 

- Metodo de preparacion de las celulas.(l) 

a) Sangre total sin preparacion previa, directamente del tubo primario 
b) Separacion mediante Buffy coat. 
c) Separacion de celulas mononucleares por medio de Ficoll-Paque. 

- Tipo de anticuerpo empleado en la identification de las celulas (monoclonal o 
policlonal).(l, 14) 

- Metodo de analisis de las muestras. Debido a que hay metodos como el de Rosetas- 
E que son sensibles a las variaciones tecnicas. Otros, tales como la cuantificacion 
por microscopio de inmunofluorescencia son malos por que se tiene que contar un 
gran numero de celulas. De igual forma la citometria de flujo tiene variaciones en 
cuanto al modelo del citometro utilizado.(1,25,27) 

Otro factor que influye para poder determinar adecuadamente 10s rangos de referencia 
es el tamaiio de muestra que se utiliza para llevar acabo la determination de 
ellos.(13,14) 

Tomando en cuenta esto, se observa que existe una gran variabilidad en 10s resultados 
de cada uno de 10s valores expresados por 10s laboratorios, por lo que es recomendable 
que cada laboratorio cuente con sus propios rangos de referencias. Dentro del pais, de lo 
que se sabe no se cuenta con unos valores de referencia para este tip0 de estudios, 
solamente se toman 10s valores que se tienen por lo general en U.S.A. de tal modo que 
al usar 10s valores extranjeros hay un error mas grande en poder diagnosticar a 10s 
pacientes mexicanos ya que de antemano se sabe que existe una gran diferencia entre 
ambas culturas'de ahi la necesidad de contar con valores de referencia propios de 
subpoblaciones linfocitarias para la poblacion que se atiende en el hospital del C M.N. 
20 de NOVIEMBRE. 

Se requiere por lo tanto que para poder establecer 10s' rangos de referencia de una 
determinada poblacion el numero de individuos estudiados sea grande para minimizar la 
contribucion de cada uno de 10s factores antenores sobre 10s resultados obtenidos. 

Con esto, que 10s valores obtenidos como referencia para CD4 y CD8 permita servir 
como un mejor parametro para pronosticar infecciones tales como HIV. 
Consecuentemente el monitoreo periodic0 de esas celulas es una parte fundamental del 
seguimiento en pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida. 
La perdida de las celulas T CD4 es el indicador del progreso de la enfermedad, y 10s 



recuentos celulares extremadamente bajos (<O.OS x10/9/L) e s t b  asociados con un ma1 
pronostico.(5,6) 
El rol crucial que el recuento de cdulas CD4 juega en el monitoreo de paciente con HIV 
se debe subrayar la importancia de proporcionar tanto el porcentaje como el numero 
absoluto de subpoblaciones celulares. Por ejemplo un porcentaje bajo de celulas T 
CD4+ (ej. 20%) tiene una interpretacion clinica diferente con relacion a la cuenta 
absoluta de linfocitos de .05 x10/9/L ( con una cuenta de celulas CD4 de 0.10 x10/9/L) 
contra 4.00x10/9/L (con un recuento de CD4 de 0.80 x109/L). Esos datos proporcionan 
un util discernimiento con ciertas caracteristicas utiles para poder caracterizar el 
desorden de inmunodeficiencia. La ausencia virtual de celulas T ( y celulas NK) en 
ligada a X, combinada con inmunodeficiencia. La ausencia de celulas T CD8 en 
deficiencia severa de ZAP-70 combinada con inmunodeficiencia de celulas B en 
agammaglobulinemia ligada a X.(5,6) 
De ahi la importancia de llevar acabo una correcta inmunotipificacion con la cual se 
contribuye a realizar un diagnostico especifico de la inmunodeficiencia asi como la 
obtencion de alguna information sobre 10s desordenes inmunoregulatorios. 
De una forma conveniente al tener 10s valores de referencia y realizar el monitoreo de 
las subpoblaciones por C.F. se tiene como consecuencia una mejor seleccion de la 
terapia inmunosupresor 

Bioseguridad para citometria de flujo. 

La citimetria de flujo es frecuentemente utilizada 

en laboratorios clinicos y de diagnostico para analizar muestras infectadas con HIV. Se 
ha hablado que el analisis en el citometro de las muestras se generan gotas y aerosoles 
durante la operacion normal del equipo, por lo que expone a1 operador a toxinas o a 
patogenos que e s t b  en las muestras. (32.33) 

Limpieza del area de trabajo. 

Para la desinfeccion del Brea de trabajo se prepara una solucion fresca de hipoclorito de 
sodio 1/10 o 1/100 de una solucion a1 5%.(Puede ser del que se utiliza en la casa) todos 
10s dias. Nunca raspar la sangre seca, siempre hay que enjuagar primer0 con un 
detergente desinfectante antes de remover el material orginico, no hay que usar 
blanqueador o alcohol (etilico o isopropilico) por que tiene baja actividad germicida en 
presencia de substancias orginicas. Esto es debido a la rapida evaporacion que estos 
sufren.(32,33) 

Manejo de la muestra. 

Cuando se esta manejando el la muestra dentro del laboratorio se realiza con el tub0 
primario, pero si se desea se puede colocar dentro de un tub0 secundario de plastic0 por 
si ocurre al@n accidente, una vez que se comienza a trabajar con la muestra se debe 
considerar la posibilidad de derrames y el desarrollo de aerosoles a1 momento de quitar 
el tapon del tub0 de coleccion, se recomienda abrir 10s tubos en un gabinete de 
bioseguridad clase I o 11, envueltos en un pedazo de gasa para minimizar las 
salpicaduras de sangre y fluidos infecciosos. Si las muestras necesitan ser fijadas se 29 



deben fijar dentro de un gabinete de bioseguridad. Para llevar acabo una buena fijacion 
de la muestra se debe aplicar el tiempo adecuado para obtener una buena fijacion o en 
su caso seguir el protocolo que recomienda la casa comercial que distribuye el reactivo. 
En dado caso que se requiera llevar acabo el analisis de muestras sin fijar como es el 
caso de 10s mbodos de apoctosis, mediciones de calcio intracelular, viabilidad celular 
para estudios de funcion inmune. Todos estos estudios se deben realizar dentro de un 
gabinete de bioseguridad clase 2 y utilizar equipo de proteccion clase 3. El desecho de 
las muestras se realiza deacuerdo a las disposiciones de la institucion y el estado que se 
encuentre.(32,33) 

Consideraciones para el manejo del instrumento. 

Para instrumentos en 10s cuales la introduccion de la muestra es manual se requiere que 
el equipo se encuentre dentro de un gabinete de bioseguridad, para prevenir la 
inhalacion de aerosoles o gotas de las muestras. Si el equipo posee un sistema de 
aspirado a vacio, se debe tomar la precaucion de que todas las lineas esten en huen 
estado y evitar la fuga de aerosoles. 

Proteccion del laser; 

La mayoria de 10s citometros contienen laser de bajo poder que se clasifican dentro de 
10s de clase I. El laser clase I no requieren Breas especiales de trabajo. Mas sin encambio 
10s citometros que poseen aspiracion a vacio utilizan laser clase IV, que es un laser de 
alto poder, por lo que se recomienda evitar la exposicion a1 rayo laser de 10s ojos.(33) 

Para la coleccion y elimination de 10s desechos se debe considerar las normas que se 
aplican dentro del estado que d este operando el equipo, asi como las reglas internas de 
la institucion. Algo que se recomienda es que 10s recipientes que sirvan como tanques 
de almacenamiento final de 10s desechos estos contengan una concentration final del 
10% de hipoclorito de sodio, de la misma manera se recomienda desinfectar todas las 
lineas de fluido del equipo.(32,33) 

Para una mejor proteccion del usuario se debe llevar acabo la elaboration de protocolos 
por escrito en 10s cuales se incluya el manteniaiento preventivo del equipo, asi como el 
monitoreo continuo del personal tanto para poder valorar su estado de salud, como su 
grado de entrenamiento en el citometro.(32,33) 



VALORES DE REFERENCIA DE S U B m B U C I O N E S  L I ? I F O C I T ~ A S  

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta la fecha se ha determinado que hay diferentes factores que afectan el valor de las 
subpoblaciones linfocitarias en sangre periferica. (1 1,13,14) 

Observandose las principales afectaciones en el decaimiento del sistema inmunologico 
por factores tales como la edad y secundariamente por el sexo de la persona, situacion 
geografica, raza, etc. De ello que surja la interrogante. 

; Las diferentes estirpes de linfocitos T disminuyen o aumentan en la poblacion 
Mexicana de igual manera que se ha o b s e ~ a d o  en otras poblaciones?. 

~ s t a  es la interrogante que se tratara de contestar con el presente proyecto. 



\'.%ORES DE REFERENCU DE SUBWBLICIONES LlNFCCli \ U S  

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 
Cuantificar las distintas especies de supoblaciones linfocitarias de celulas T en 

sangre periferica, por citometria de flujo, en una poblacion representativa y sana del 
C.M.N 20 de NOVIEMBRE, con el proposito de establecer valores de referencia de las 
subpoblaciones linfocitarias CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+, con el fin de que estos sirvan 
como parimetros para el diagnostic0 y seguirniento de las distintas anormalidades del 
sistema inmunologico. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1 .- Realizar las determinaciones de: 
a) Celulas CD3+/CD4+ y CD3/CD8+ en nitios. 
b) Celulas CD3+/CD4+ y CD3/CD8+ adolescentes. 
c) ~6l;las CD3+/CD4+ y CD3!CD8+ adultos jovenes. 
d) Celulas CD3+/CD4+ y CD3/CD8+ adultos. 

2.- Determinar si existe alguna influencia de la edad en la cantidad de celulas CD4+ y 
CD8+ presentes en 10s diferentes grupos de estudio. 

3.-Comparacion de 10s resultados obtenidos en la poblacion mexicana con otros grupos 
de estudio. 



VMORES DE REFEREXCIA DE SLBPOBL.ICIOSES LISFOC:T.IRLAS 

HlPOTESlS DE TRABAJO 

Con el envejecimiento se presentan en el hombre diversas alteraciones en la medula 
osea, como es la aparicion relativa de la medula osea adiposa a la edad de 5 a 7 aiios y 
se evidencia su presencia en la adolescencia (I 1 a 14 aiios), cuando 10s huesos largos 
comienzan a desarrollar medula adiposa en sus porciones diafisarias. Este proceso 
aumenta gradualmente de las partes distales a las proximales de 10s huesos hasta que 
toda la medula roja (except0 en 10s extremos superiores del humero y femur); ha sido 
reemplazada, a la edad de 20 a 22 aiios. Dejando solo algunas zonas funcionantes de la 
medula roja con actividad hematopoyetica en huesos planos del organismo, (ej. 
esternon , vertebras, costillas e iliaco). (15) Todo este desplazamiento de medula osea 
roja, condiciona a una disminucion en la respuesta inmunologica con una consecuente 
disminucion en la cantidad de linfocitos presentes en sangre periferica. 



VALORES DE REFERENCU DE SUBPOBUCIONES LINFOCIT.W.%S 

MATERIAL 
Tubo para cuenta absoluta TRUCOUNT ( Becton Dickinson No. de catdogo 
3403334). 
Tubos de poliestireno de 12 x 75 mm. Falcon. 
Tubos vacutainer con EDTA-K3 ( Becton Dickinson No. de catdogo 34013293). 
Micropipetas de 2 0 ~ 1 ,  50~1 ,  450 PI .  Clinipette. 
Frascos con capacidad de 100 ml. 
Probeta graduada de 100 ml. pirex. 
Pipetas graduadas de 5 ml. 
Camara de oscuridad. 
Gradilla metaiica 

Hipoclorito de sodio. 
Solucion de formaldehido a1 37% 
Formaldehido al 10%. 
Agua destilada 
Anticuerpo monoclonal TriTEST CD3 FITClCD4 PElCD45 PerCP. ( Becton 
Dickinson No. de catdogo 340383 ). 
Anticuerpo monoclonal TriTEST CD3 FITCICD8 PElCD45 PerCP. ( Becton 
Dickinson No. de catdogo 340344). 
Perlas de calibracion caliBRITE 3. ( Becton Dickinson No. de catdogo 340486). 
Solucion de Lisis FACS (lox) ,  100 ml. ( Becton Dickinson No. de catdogo 
349202). 
Buffer para cit~metro ( FACS FLOW, Becton Dickinson No. de catdogo 340399) 
Controles TruCOUNT ( Becton Dickinson No. de catdogo 340335 ). 

Citometro de Flujo FACSCalibur, Becton Dickinson 
Vortex Termolyne, Maxi Mix 11 
Reloj con cronometro. 
Agitador, Ames Aliquet Mixer. 



- Selection de pacientes y toma de muestra. 

En un horario de 8 a 9 de la mafiana se tomaran 5 ml de sangre venosa a hombres y 
mujeres sanos, de 0 a 78 aiios de edad, quienes deberan tener un ayuno de 6 a 8 hrs. y 
un descanso de 10 a 15 min. previo a la toma de muestra. 

Las muestras para el estudio se clasificarh en cuatro grupos de acuerdo a la edad de 
la persona. 

1. Grupo 1 0 a 9 aiios. 
2. Grupo 2 10 a 18 aiios. 
3. Grupo 3 19 a 30 afios. 
4. Grupo431 a 5 1  aiios. 
5 .  Grupo 5 52 a 78 aiios. 

Las muestras de sangre identificadas se colocarh en agitador automatico por espacio 
de 30 min. previo a la deteminacion. ( la muestra debe procesarse dentro de las 6 hrs. 
primeras a la toma de muestra). 

- Determination de las celulas CD3+/CD4+ y CD3+/CD8. 

La deteminacion de las celulas T CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+ se realizara por medio 
de metodo de Lisado No Lavado (LNW) y se leerh  en el citometro de flujo 
FASCCalibur de Becton Dickinson. 

- Analisis de 10s resultados. 

El analisis estadistico consistira en el analisis de varianza multiple por ANOVA 



I PROCEDLMIENTO 

I Recoleccion y preparation de la muestra. 

La obtencion de la sangre se debe hacer en forma aseptica por puncion venosa en un 
tub0 de recoleccion de sangre VACUTAINER K3 ED'I'A (tapon lila), El reactivo 
TriTEST CD31CD4JCD45, y 10s tubos TmCOUNT han sido validados con ]as formulas 
liquida y solida de K3 EDTA. Para este procedimiento se requiere un minimo de 100 
P I  de sangre entera. Es necesario seguir las instrucciones del fabricante del tubo sobre el 
volumen minimo de sangre que se debe obtener para asegurar un uso adecuado. 

Se debe obtener un recuento de globulos blancos (WBC) y un recuento diferencial de la 
misma muestra de sangre entera antes de la tincion para estar seguros de que el recuento 
de WBC esta dentro del rango lineal . 

La sangre anticoagulada y almacenada a temperatura ambiente (20" a 25" C) se debe de 
tefiir dentro de las 48 horas de obtenida la muestra y luego se debe de analizar dentro de 
las 6 horas de haber sido tefiida. Si las muestras se tifien dentro de las 24 horas de 
obtenidas, se pueden analizar dentro de las 24 horas de la tincion. 

I Condiciones que intertieren 

' No se deben usar muestras de pacientes que hayan sido fijas y almacenadas 
previamente. Las muestras de sangre entera refrigeradas antes de la tincion pueden dar 
resultados erroneos. Las muestras obtenidas de pacientes que esten recibiendo 
medicamentos inmmunosupresores pueden tener una resolution pobre. Los blastocitos 
pueden interferir con 10s resultados de la pmeba. Las muestras con hemolisis se deben 
desechar. 

El reactivo TriTEST CD 31CD4JCD45 y el reactivo TriTEST CD3JCD8ICD45 no ha 
sido validado para ser usado con heparina o dextrosa de acido citrico (ACD) liquida 
como anticoagulantes en la determination de recuentos absolutos con tubos 
TmCOUNT. 

Reactivo suministrado 
*TriTEST CD3 FITCI CD4 PEI CD45 PerCP y TriTEST CD3 FI'TC/ CD8 PEJ CD45 

I 
PerCP con tubos TmCOUNT (Becton Dickinson, No. de catdogo 340402) 

Reactivos y materiales necesarios que no se suministran 

1.- Microesferas CaliBRITE 3 (Becton Dickinson No. de catdogo 340402). 
2.- Solucion lisante FACS (lox) ,  100 ml Becton Dickinson, No. de catdogo 349202). 
Las instrucciones para diluir y las advertencias e s t h  en el folleto de instmcciones de la 
solucion lisante FACS. 
3.- Agua de grado reactivo (destilada o desionizada). 
4.- Tubos VACUTAINER K3 EDTA para recoleccion de sangre (Becton Dickinson, 
No. de catdogo 6457) o equivalente. 
5.- Tubos de pmebas desechables con tapa de poliestireno Falcon de 12 x 75 mm 
(Becton Dickinson No. de catdogo 2058) o equivalente. 
6 - Agitador Vortex. 36 



7.- Mcropipeta con puntas (Pipeta electronica BD, Becton Dickinson No. de catilogo 
34013290; pipetman Rainin Intmment Co.,Inc. o equivalenta). 
8.- Dispensador o pipeta de 450 pl para dispensar la solucion lisante FACS. 
9.- Liquido de revestimiento (FACSFlow Becton Dickinson, No. de Catgogo 340398 
(E.E. Y Latinoamerica) o 342003). o equivalente. 

Tincion de las celulas. 

Despues de la tincion se procede a lisar 10s globulos rojos con la solucioil lisante FACS 
diluida (IX). Se debe tener cuidado de proteger 10s tubos de la luz directa. El 
procedimiento se lleva a cab0 a temperatura ambiente (20" a 25" C). 

Pipeteo inverso 

Para obtener 10s resultados, si se usan tubos TmCOUNT, es critic0 que el volumen de 
sangre que se agrege sea exacto. Si no se utiliza la pipeta electronica de BD o una pipeta 
similar que dispense un volumen exacto, se debe usar el pipeteo inverso. Esta tecnica 
aprovecha dos topes de la pipeta. 

Para el pipeteo normal, el boton se presiona hasta el primer tope: La muestra se 
aspira al soltar el boton y se expele al volver a presionar hasta el primer tope. 
Para el pipeteo inverso, el boton se presiona hasta el segundo tope. Cuando se suelta 
el boton, el exceso de muestra asciende en la punta. Se expele un volumen precis0 
de la muestra al presionar el boton hasta el primer tope, dejando el exceso de 
muestra en la punta. 

Tincion. 

1. Para cada muestra de paciente, se debe rotular un tub0 de 12 x 75 mm con el numero 
de identificacion de la muestra. 
Para recuentos absolutes, se debe rotular un tub0 TruCount en lugar del tubo de 12 x 
75 mm. 
NOTA: Antes de usarlo, verifique que el sediment0 de microesferas del TmCOUNT 
este intact0 v dentro del retenedor de metal al fondo del tubo. Si no es asi, deseche 
el tub0 TruCOUNT y remplacelo con otro. 

2. Pipetar 20 p1 del reactivo TRiTEST CD3/CD4/CD45 al fondo del tubo. 
Si se usa un tub0 TruCOUNT, pipetear justo por encima del retenedor de acero 
inoxidable. No se debe tocar el sedimento. 

3. Pipetar 50 pl de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo el tubo. 
NOTA : Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del tubo. Si se queda 
sangre entera en las paredes del tubo, no se teiiira con el reactivo. 
Si se usa un tub0 TruCOUNT, !a exactitud es critica. Se debe usar la tecnica de 
pipeteo inverso para pipetear una muestra en el lado del tubo justo por encima del 
retenedor. 

4. Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar 15 
minutos en la obscuridad a temperatura ambiente ( 20' a 25" C). 

5. Anadir 450 pl de solucion lisante FACS lX al tubo. 
6. Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle, Incubar 15 

minutos en al obscuridad a temperatura ambiente (20" a 2S°C). La muestra esta 
ahora lista para ser analizada en el citometro de flujo. 



Citometria de flujo. 

Si las muestras no se analizan inmediatamente despues de la preparation, se deben 
almacenar en la obscuridad a temperatura ambiente (20" a 25"). 

Agitar las celulas suavemente en el Vortex (a baja velocidad) pzra disminuir la 
agregacion antes de procesarlas en el citometro de flujo. 

Adquirir y analizar 10s datos en la modalidad de lista con el software MultiSET. Antes 
de la adquisicion de las muestras, se debe de ajustar el umbra1 para minimizar la 
presencia de restos y asegurar que las poblaciones que interesan esten incluidas. 

PARA LA CALIBRACION DEL CITOMETRO DE FLUJO 

- Se selecciona con el cursor la manzana; aparece un menu y se selecciona 
FACScomp. 

- Aparece el mensaje de bienvenida al programa. 
Se dan 10s datos de : 

a) Operador 
b) Institution 
c) Director del Laboratorio 

Llenado esto se da un CLICK en ACCEPT 

Aparece un menu en el cual nos permite escoger el tipo de calibracion; asi mismo nos 
da la opcion de poder alimentar 10s lotes de las diferentes perlas de calibracion a utilizar 
para tal efecto. 

a) Para cambiar el NO. de lote de las perlas unicamente, nos posesionamos en cada 
cuadrito de las perlas a cambiar, se borra el No. de lote anterior y se alimenta el 
nuevo. 

b) Se hace la selection del ensayo de calibracion, para lo cual tenemos tres opciones: 

LISEI NO WASH 

Para nuestro caso seleccionamos: 

LISEl NO WASH 

Una vez hecho esto, iniciamos el proceso con RUN. 



I - Aparece una pantalla con diferentes ventanas de adquisicion. 

SSC-H 

I-- 
FL I -H FL3-H FSC-H 

- Visualizada esta pantalla se cambia el tub0 de agua que esta en la aguja de muestra y 
se coloca el tub0 con las verlas no teiiidas. 

- Se selecciona iniciar el proceso en el Citometro se presiona el boton que tiene la 
palabra grabada RUN y se da la velocidad de flujo deseada que por lo regular es en 
alta HI. 

- En la pantalla de la computadora se da un CLICK en START; aparece un reloj que 
indica el inicio del proceso, en este caso debemos ver que el EVENT RATE se 
mayor a 400 eventos. 

- Una vez que esta parte de la calibracion ha sido aceptada aparece una nueva pantalla 
para realizar la COMPENSACION. Para realizar la compensacion se sustituye el 
tub0 de las perlas sin teiiir por el tub0 de perlas teiiidas. 

- De igual forma para iniciar el proceso de compensacion el equipo debe estar 
- en RUN Y HI, se posesiona el cursor en START y se da un CLICK. 
- Se observa que el EVENT RATE sea mayor a 400 eventos, a su vez se observa que 

la diferencia entre las fluorescencias sea el adecuado. 

Una vez que las diferencias entre las fluorescencias es el correct0 se inicia el 
proceso de ajuste de SENSIBUIDAD en forma autornatica con el mismo tub0 de 
perlas teiiidas por lo que no se necesita realizar nin@n cambio. 

- Terminado el ajuste de SENSIBLLIDAD emite el equipo un reporte en el cual nos, 
presenta todos 10s resultados de la calibracion. 

- Para poder imprimirlo se da un CLICK en QUIT. 

Resultados 

Los resultados se informan como el porcentaje de celulas positivas por poblacion de 
linfocitos o como el numero de cdulas positivas por microlitro de sangre (recuento 
absoluto). 



VALCRES DE REFERENCU DE SUBPOBUCIONEZ LlSi<Clii%.UL.S 

RECUENTO DE LINFOCITOS CD4 Y CDS. 

Se posiciona el cursor en la manzanita aparece el menu. 
- Se selecciona MultiSET y se abre. 
- Aparece el mensaje de bienvenida al programa y junto con ello 10s siguientes datos. 

a) Operador 
b) Institucion. 
c) Director de Lab. 

Una vez alimentado estos datos se da un CLICK en ACCEPT. 

- Aparece una pantalla en la cual nos da la opcion de como queremos manejar 
nuestros datos y donde 10s queremos almacenar. 

- Para ello en el recuadro de DATA SORCE, seleccionamos: 
FROM CYTOMETER- ACQUISITION WITH ANALYSIS. 

- Para salvar en forrna automatica la inforrnacion de la corrida del dia en 10s 
siguientes archivos: 

a) Data File. 
b) Laboratory Report 
c) Physican Repon. 
d) Summary Report 
e) Export Document 

Se realiza lo siguiente. 

- Se selecciona LOCATION 
- Aparece una nueva ventana, en ella se selecciona DESKTOP. 
- En un recuadro de la misma pantalla aparece FACStation se selecciona y se 

abre (OPEN). 
- Aparecen 10s archivos de la FACStation se busca y se selecciona C.M.N. 20 

DE NOV.; se abre (OPEN). 
- Aparecen 10s archivos de la carpeta C.M.N 20 de NOV., se busca y se 

selecciona EISTO, se abre (OPEN). 
- Aparecen 10s archivos de HISTO y se busca la carpeta de TRES COLORES y 

se abre (OPEN). 
- Aparecen 10s archivos de TRES COLORES, se selecciona 2000 se busca el 

mes que se este trabajando y se abre (OPEN). 
- Una vez seleccionado el mes en que se esta trabajando se posesiona uno en 

NEW se da un CLICK y aparece una ventana en la que pide el nombre de la 
nueva carpeta. Se escribe el nombre en el cuadrito y se pica CREATE y ahora 
en un recuadro aparece SELECT + el nombre de la carpeta, se selecciona y se 
da CLICK. 

De esta forma se realiza la ruta para poder salvar todos 10s datos en cada uno de 10s 
archivos Habiendo unicamente una diferencia en cuanto a: 

a) Summary Report 



b) Export Document 

El ultimo paso es diferente en ambos no aparece SELECT + el nombre de la 
carpeta, en su lugar aparece en un recuadro OK se selecciona y se da un CLICK 

- Seleccionado donde se van ha salvar nuestros archivos se da un CLICK en 
, ACCEPT. 
- Aparece una pantalla que nos da ACCESO A FACScomp para calibrar el equipo, 

a su vez menciona el tiempo que tiene de efectuada la calibracion. 
- En esta venta en la parte inferior aparecen varios mensajes como : 
a) SKIP FACScomp 
b) LAUNCH FACScomp 
De lo cual la primera es para saltarnos la calibracion y la segunda por si se requiere 

realizar la calibracion. 

Aparece una nueva ventana en la cual nos da las opciones de lo que nosotros queremos 
que nos imprima en el KEPORTE FISICO, seleccionamos con una X si lo queremos 
impreso si no, se deja en blanco. 

En esta misma pantalla hay la opcion de poder: 

a) Cambiar 10s Rangos de referencia para las subpoblaciones. 
b) Formar 10s paneles con 10s anticuerpos disponibles. 
c) Alimentar 10s diferentes tipos de reactivos a usar. 
d) Los lotes de 10s reactivos 

Si nada de esto se va ha modificar se posesiona uno en ACCEPT y se da un CLICK. 

- Aparece la pantalla para programar las muestras, estas son programadas de la 
siguiente forma: 

- NOMBRE 
- SAMPLE ID 
- CASENUMBR 
- PANEL NAME: CD4/CDS/CD45 + TRUC 

una vez teminada la programacion se inicia el procedimiento dando un CLICK en 
RUN. 
- Se comienzan a pasar las muestras de acuerdo a la lista de programacion en el 

siguiente orden: 
1.- TUBO B+NO. DE MUESTRA (CD3lCD41CD45) 
2.- TUBO C+NO. DE MUESTRA ( CD3lCD81CD45) 

Para ello en el Citometro se presiona la tecla que tiene grabado la palabra RUN ademas 
de seleccionar la velocidad de flujo que por lo regular es alta (HI). 

Se coloca el primer tub0 de la muestra y en la pantalla se da un CLICK en 
ACQUIERE, una vez que se termina el recuento del primer tubo se oye una alarma de 



que ya termino aparece el LAB REPORT y en esta pantalla se posesiona uno en 
CONTINUE y se da un CLICK. 

- Se cambia el tub0 No. 1 por el Tubo No. 2 y se da un CLICK en ACQUIERE. 
- Terminado el recuento aparece el LAB REPORT se da un CLICK en 

CONTINUE. 
- Aparece el PHYSICAN REPORT y se da NEXT 
- De esta forma se siguen pasando las d e m b  muestras. 

Para salir aparece el sumario de la programacion, en ella nos aparece la opcion de poder 
programar mas muestra (MORE TESTS) o de salir (QUIT). 

Para salir nos posesionamos en QUIT y se da un CLICK. 

Nos pregunta que si queremos salir se le da QUIT, le decimos que SI 

Posteriormente nos aparece si queremos salvar o no 10s cambios para lo cual le decimos 
que DON'T SAVE. 

Terminado el procedimiento nos regresa a1 menu principal 



Hombres y mujeres sanos 

Clasificacion en funcion de su edad 

+ 
Homogeneizacion de la muestra por 30 min 

1 Determination de las subpoblaciones linfocitarias 
CD4 y CD8 

Comparacion de 10s resultados obtenidos entre 10s diferentes gmpos 
de pacientes estudiados 

I 
4 

Analisis estadistico 

Diagrama de flujo 1. Metodologia de la determinacibn de 10s valores de referencia 
de subpoblaciones linfocitarias. 



ESTAD~STICA DESCRlPTIVA DE SUBPOBLACIONES LlNFOCITARlAS EN CADA INTERVAL0 DE EDAD. 

CUADRO No. 1 INTERVAL0 DE EDAD DE 0 a 9 AROS 

CUADRO No. 2 INTERVAL0 DE EDAD DE 10 a 18 ANOS 



CUADRO No. 3 INTERVAL0 DE EDAD DE 19 a 30 A I ~ O S  

CUADRO No. 4 LNTERVALO DE EDAD DE 31 a 51 ~ l i ( 0 S  



CUADRO No. 5 INTERVAL0 DE EDAD DE 52 a 78 AROS 







CURVAS DE REGRESION 
INTERVALOS DE EDAD VS. SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS 

i CURVA DE REGRESION EDAD vs MEDIA CTA. ABS.DE LINF. 
I 

I 
I 

1 2 3 4 5 

INTERVALOS DE EDAD 

y = 110.556x2 - 916.204~ + 4113.112 ; R2=.981 

1 CURVA DE REGRESI~N EDAD VS MEDIA CD31 CTA. ABS. 1 
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CURVA DE REGRESI~N EDAD VS MEDIA CDJI%LINF. 

1 2 3 4 5 i 
! INTERVALOSDEEDAD 

i y = - 0 . 5 1 4 9 ~ ~  + 2 .995~  + 62.162; R2=.718 

. 
CURVA DE REGRESION EDAD VS MEDIA CD3lCD4 % DE LINF. 

I 



CURVA DE REGRESI~N EDAD VS MEDIA CD3lCD4 CTA. ABS. 

INTERVALOSDEEDAD 
y = 13.321x2 - 143.301~ + 1269.556; R1=.867 

CURVA DE REGRESI~N EDAD VS CD3lCD8 % DE LINF. 

I 

2 3 4 

INTERVALOSDEEDAD 

y = -0.366x2 + 1 . 2 8 6 ~  + 23.43; R2=.095 

GR~FICA No. 6 



CURVA DE REGRESION EDAD VS MEDlA CD3ICD8 CTA. ABS. 
I 

CURVA DE REGRESI~N EDAD VS MEDIA CD41CD3 

1 2 3 4 5 
INTERVALOS DE EDAD 

y = 0.007857xZ + 0 . 0 9 4 ~  + 1.394; R2=.95 

MEDIA CD4lCD8 - -- .- - - - 

- 

GR~FICA No. 8 



CUADRO No. 8 GRUPO MASCULINO 

CUADRO No. 9 GRUPO FEMENINO 



CUADRO No. 10 PRUEBA t st. GRUPO MASCULINO vs GRUPO FEMENINO 





CUADRO No. 12 ESTADISTICA DESCRlPTlVA DE DlFERENTES POBLACIONES ESTUDIADAS. 

PRUEBA t st Mericanos vs. ~ r a b e s  p< 0.001 
**PRUEBA t st Mexicanos vs. Caucasicos p< 0.001 

CD3+ % DE LINF. 
CD3+/CD4+ % DE LINF. 
CD4+/CD8+ % DE L M .  
REL. CD41CD8 

a) Datos de estudio 
b) Reichter, et. a1 1991 (24) 
c) Shahabuddin et. al. 1995 (26) 

E 

66.246 
39.924 
23.006 

1.838 

7.434 
6.479 
5.705 

.587 
c 

5 

* 76.000 
* 42.000 
* 40.000 
* 1.100 

6.000 
6.000 
7.000 

,300 

** 73.000 
** 43.000 
** 33.000 
* *  1.400 

6.200 
7.500 
7.500 

,600 



CUADRO No. 13 CUENTA ABSOLUTA DE MICROESFERAS DE 
CONTROL TruCOUNT PARA CD3+/CD4+/CD45+ 

*Los resultados estin dados como microesferaslpl. 

REACTIVO UTILIZADO: 

CONTROLES TNCOUNT (BECTON DICKINSON) 
No, de catalog0 340335 
Lote. 16052 
Fecha de caducidad. 06- Agosto- 2001 



CUADRO No. 14 CUENTA ABSOLUTA DE MICROESFERAS DE 
CONTROL TruCOUNT PARA CD3+/CDS+/CD45+ 

*Los resultados estin dados como microesferas/pL 

REACTIVO UTILUADO: 

CONTROLES TmCOUNT (BECTON DICKINSON) 
No. de catdogo 340335 
Lote. 16052 
Fecha de caducidad. 06- Agosto- 2001 

, 
D.E. 7.9 21.9 65.6 





VILORES DE REFERRiCU DE SUBWBMCIONES LWFOCITAUS 

CARTAS DE CONTROL DE CALIDAD (LEVEY-JENNINGS) 

I GRAFICA DE LEVEY-JENNINGS CONTROL CD4 BAJO 

i 1 2  3 4  5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6  
NO. DE CORRIDAS 



7 

I 
I 

G&ICA DE LEEYJENNINGS CWTROL CD4 ALTO I 

1 2  3 4  5  6  7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6  

NO. DE m D A S  

r G W I C A  DE LEVEYJENNINGS CONTROL CD8 BAJO 

I 1 3 5 7 9 11 13 15 17 1 
NO. DE CORRIDA 

I 
I 
I 

GFL~FICA NO. 12 



I 
I GWFICAS DE LEVEY-JENNINGS CONTROL CD8 MEDIO i I 

L NO. DE CORRIDA 

G&ICA No. 13 

G R ~ I C A  LEVEYJENNINGS CONTROL CD8 ALTO 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 121314151617 

NO. DE CORRlDA 

G&ICA No. 14 



RESULTADOS 

En 10s cuadros No. 1-5; observamos 10s valores de las subpoblaciones linfocitarias por 
intervalos de edad representados por sus medidas de tendencia central con la media y la 
mediana y como medidas de tendencia de dispersion con el rango y la desviacion 
estandar. 

En el cuadro No. 6 se presentan 10s intervalos de confianza por cada rango de edad 
utilizando la mediana y 10s valores de 10s percentiles P25 y P75. 

En el cuadro No. 7 se presentan 10s valores obtenidos para cada subpoblacion 
linfocitaria del analisis de varianza (ANOVA), y aplicando la prueba F (Fisher)) las 
probabilidades (p<0.05) son estadisticamente significativas para un nivel de confianza 
a =95%; asi como 10s coeficientes de correlation (R, RZ) admiten una buena asociacion 
entre las variables dependientes (subpoblaciones linfocitarias) y las independientes 
( rangos de edad) para curvas con regresion polinomial ( no paramBricas; graficas de la 
1 a la 8). Los limites de confianza se establecieron con 10s percentiles P25 y P75, sobre 
la mediana como medida de tendencia central. Se observa, asi mismo que 10s rangos de 
edades entre 0-9 y 51-78 aiios, lo recomendable es aumentar el tamafio de la muestra 
para ajustar la dispersion mostrada. 

En 10s cuadros No. 8 y 9 se representan las subpoblaciones linfocitarias ahora 
agrupadas por sex0 (femenino y masculine) representados por sus medidas de 
tendencia central con la media y la mediana y como medidas de tendencia de dispersion 
con el rango y la desviacion estindar. 

En el cuadro No. 10 se observa la aplicacion de una pmeba de Hipotesis t std, para 
comparar 10s valores promedio de cada subpoblacion linfocitaria, e~contrando 
diferencias significativas (p< 0.001) entre ambos sexos. 

En el cuadro 11 se presenta 10s valores obtenidos para las subpoblaciones linfocitarias 
para la poblacion mexicana en general (hombres y mujeres) -rcpresentados por sus 
medidas de tendencia central con la media y la mediana y como medidas de tendencia 
de dispersion con el rango y la desviacion estandar. 

En el cuadro 12 se observa la aplicacion de una prueba de Hipotesis t std. para 
comparar 10s valores promedio de cada subpoblacion linfocitaria, en la muestra 
representativa de la poblacion de mexicanos con poblaciones de caucasicos y arabes; 
Encontrando diferencias significativas (p< 0.001) entre las diferentes razas. 

En 10s resultados del material de control. La varianza en condiciones de rutina con 
valores conocidos se presentan en 10s cuadros 13 y 14. De las graficas 9 a 12 se 
presentan las cartas control Levey-Jennings; se observa la distribucion de 10s valores de 
las suspenciones de microesferas control bajo, medio y alto para CD4 y CD8 sobre 10s 
valores promedio 2 D.E.. En ningun caso salen 10s puntos hera de 10s limites 
establecidos. 

64 



VALORES DE REFERENCIA DE SUBPOBUClONE.% :. ' XK!ARLIS 

El presente estudio h e  realizado para determinar el numero absoluto y relativo de las 
subpoblaciones linfocitarias de la poblacion de derechoabientes del C.M.N 20 DE 
NOV., para establecer 10s rangos de referencia del laboratorio, pues se sabe de Lo 
necesario que es contar con 10s valores propios de las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias, para poder establecer en forma acertada el "status" inmunologico de 10s 
pacientes. No solo la enfermedad por si misma tiene influencia sobre el 
inmunofenotipo, sino que una gran variedad de factores tecnicos y biologicos que 
pueden afectar 10s resultados. Dentro de las variables biologicas se han considerado 
principalmente: el sexo, edad, raza, niveles de estres, tabaquismo; dentro de las 
variables tecnicas:. metodo de preparacion de las celulas, anticoagulante empleado, 
caracteristicas de 10s anticuerpos empleados, asi como el modelo del citometro 
utilizado. Con ello el estudio consider6 unicamente a individuos sanos 10s cuales heron 
elegidos de donadores del banco de sangre, asi como posibles candidatos a donadores 
de organos y medula osea para transplante; 10s cuales presentaron serologia infecciosa 
negativa (HIV, HCV, AgHBs y SIFILIS), asi como un resultado de su valoracion 
clinica aceptable. Para este estudio no se consideraron otros factores como son el nivel 
de estres, tabaquismo. Para minimizar 10s factores tecnicos todas las muestras heron 
procesadas en un lapso menor a 5 horas despues de haberse tomsdo la muestra, se 
empleo el mismo citometro de flujo ( F.4CS calibur) a traves de todo el estudio; Asi 
como el procesamiento y manipulacion de las muestras h e  realizada por una misma 
persona durante todo el estudio, finalmente todos 10s anticuerpos monoclonales, tubos 
para la preparacion de muestras (tubos Tlucount), solucion lisante heron de la casa 
comercial Becton Dickinson para eliminar aun mas las variaciones tecnologicas. 
Para la obtencion de datos wnfiables, en este trabajo se utilizaron 10s controles de 
calidad recomendados por la casa comercial; con la elaboracion de cartas control Levey- 
Jennings . Conjuntamente se aplico el mitodo mejor establecido para preparar las 
celulas (sangre completa llisando-no lavado), se emplearon las combinaciones de 
anticuerpos recomendadas en la literatura, se realizo el analisis de datos y se presentan 
en la forma propuesta por diversos autores. 

Es importante mencionar que las que las variaciones inherentes a la raza no han sido 
estudiadas con profundidad en nuestro medio, la mayoria de 10s estudios se han 
realizado en caucasicos y en afro-arnericanos, aunque tambien hay reportes en 
Asiaticos, por lo anterior es necesario realizar mas estudios en hispanos - americanos. 

Un factor biologico considerado de importancia en el estudio de las subpoblaciones de 
linfocitos, es la edad, por lo que se deben realizar mas estudios para identificar las 
diferencias relacionadas con ella, en nuestro caso se aprovecho la afluencia de 
derechoabientes del hospital para realizar el estudio de la poblacion. De lo que se 
encontro que durante la primera etapa de vida el recuento de 10s leucocitos totales y 10s 
linfocitos de la sangre es m L  alto al nacer y declina con la edad; esto es debido a que el 
sistema inmune durante 10s primeros aiios de vida encuentra muchos antigenos, 10s 
cuales justamente inducen una activacion masiva, proliferation y procesos de 
maduracion. Esos procesos continuan hasta alcanzar niveles suficientemente utiles para 
reconocerlos y alcanzar una respuesta de memoria. La proporcion de las subpoblaciones 
linfocitarias varia, pero el porcentaje de celulas T CD4+ y CD8+ presenta un aumento 
progesivo con el paso del tiempo, este seria el comportamiento idoneo en cualquier 
poblacion m k  sin encambio se encontro que en la poblacion mexicana hay una 
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ligera caida en 10s inttrvalos de edad de 0-9 y 51-78 aiios en 10s cuales se observa que 
en lugar de que aumenten las subpoblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+, istas 
disminuyen; esto se debit, principalmente al tamaiio de la muestra (n=8 y n=19) lo que 
provoco que se presentara una gran dispersion de 10s datos de estos intervalos de edad 
con respecto de 10s otros intervalos que presentan un comportamiento esperado. Al 
presentarse una disminucion de subpoblaciones se obtuvo un aumento en la relacion 
CD4+/CD8+. 

Debido a que el genero es tambien otra fuente de variabilidad, la muestra se integro 
con un numero muy parecido de mujeres y hombres, se encontro que hay diferencias 
entre 10s porcentajes de linfocitos T, el que h e  mayor en el caso de las mujeres 
(p<0.001). Observandose tambien diferencias en las celulas CD4+, CD8 y la relacion 
CD41CD8. 
Los datos obtenidos en el presente estudio son diferentes a 10s establecidos previamente 
para caucasicos (24) y para arabes (26) 10s porcentajes delimitados en este estudio 
indican diferencias significativas entre esos trabajos y 10s obtenidos en el presente 
estudio, con valores menores en las celulas T y las subpoblaciones linfocitarias, ademas 
de un aumento en la relacion CD4+/CD8+. Los porcentajes obtenidos para la poblacion 
de derechoabientes del Hospital C.M.N. 20 de NOV. indican que en la distribution de 
linfocitos y sus respectivas subpoblaciones hay diferencias, que pueden estar 
relacionadas con la raza. 
Las aplicaciones del estudio de las subpoblaciones tanto en la clinica como en la 
investigacion basica han evolucionado muy rapidamente durante 10s ultimos aiios, 
dentro de 10s aspectos importantes que han propiciado este desarrollo cabe mencionar: 
1) Se cuenta en la actualidad con citometro de flujo cuyo manejo es relativamente 
simple; 2) Existen en el mercado una amplia variedad de anticuerpos monoclonales 
conjugados con fluorocromos para realizar el analisis direct0 de inmunofluorescencia; 
3)  Se han perfeccionado 10s analisis, para eliminar probables fuentes de error, un 
ejemplo representativo de esto es que se ha superado la imprecision que se tenia en el 
analisis del inmunofenotipo empleando un solo color, ahora, se pueden identificar dos 
poblaciones simultaneamente, empleando dos anticuerpos conjugados con diferentes 
fluorocromos e incluso recientemente se ha implementado el analisis de tres colores, 
con tres anticuerpos y colorantes fluorescentes diferentes. 
Por lo anterior cada dia se tiene mayor informacion con relacion a la funcion de las 
diferentes poblaciones de linfocitos y ello ha permitido conocer mejor sus interacciones 
e identiticar nuevos marcadores con valor diagnostic0 y pronostico. 
El contar con valores de referencia permitira establecer las posibles alteraciones en una 
gran diversidad de condiciones y padecimientos. Tambien el contar con cifras 
representativas para nuestra poblacion, puede ser muy util para evaluar el estado 
inmunologico en diferentes tipos de enfermedades, para elegir tratamientos especificos, 
para determinar la eficiencia de 10s mismos e inclusive para lograr proponer 
tratamientos alternatives. 



Se cuantificaron en derechohabientes sanos del C.M.N. 20 DE NOV. , las 
diferentes subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 estableciendose 10s rangos 
propios del laboratorio y la poblacion que asiste a atencion medica al nosocomio, 
para con ello contar con una referencia mas verdadera del estado inmunologico de 
cada paciente y poderle brindar un tratamiento mas adecuado o en su defect0 
diagnosticarle un ma1 funcionamiento de su sistema inmunologico oportunamente. 

Al determinar en cada grupo de estudio las diferentes subpoblaciones de linfocitos 
CD4 y CD8, se observo que estas presentan un comportamiento de funciones no 
parametrica (Distribucion polinomial); observando una diferencia estadisticamente 
significativa entre cada intervalo de edad; por lo anterior podemos inferir que 10s 
cambios ocurridos en 10s niveles de las diferentes subpoblaciones linfocitarias estan 
asociadas a la edad; por esta razon es importante establecer 10s valores de referencia 
jerarquizando por intervalo de edad. 

De 10s resultados obtenidos de la poblacion mexicana en general se llega a la 
conclusion que existen diferencias estadisticamente significativas con respecto a 
otras poblaciones con caracteristicas etnicas distintas a nuestra muestra de estudio; 
como es el caso de la poblacion Brabe y caucasica; de ello que se observe una 
afectacion de 10s resultados por variables como la raza y la situation geogrifica, por 
lo que no es valido valorar a un paciente con base en datos de valores de referencia 
de subpoblaciones de linfocitos extranjeros. 



YALORES DE REFEUEXCIA DE SUBWBLACIONES LINFOCITARI.%S 

Se recomienda que el personal de laboratorio clinic0 este en estrecho contact0 con el 
personal medico para poderle proporcionar 10s valores de referencia adecuados para 
cada subpoblacion y gmpo de edad, esto es con el fin de que la valoracion del estado 
inmunologico del paciente sea adecuada y no se cometan errores por el hecho de 
utilizar 10s rangos poblacionales en general; si se utilizan asi se come el riesgo de 
tener un ma1 diagnostic0 de la salud del paciente; a1 igual que la aplicacion de un 
ma1 tratamiento que puede terminar en secuelas graves para el paciente. 

Asi tambien se recomienda que al momento de utilizar el equipo de citometria de 
flujo, se tenga el suficiente cuidado para la realization de las pmebas, pues se corre 
el riesgo de que si estas no son bien mezcladas, las celulas se queden el fondo del 
tubo. De igual manera se debe de tener cuidado que el rayo laser este hncionado en 
optimas condiciones para evitar arrastre o disminucion de la concentracion celular. 

Otro punto determinante que se debe cuidar es que la conservation y manejo de 10s 
reactivos asi como 10s controles sea; adecuada y la recomendada por la casa 
comercial, de igual forma se debe de tomar en cuenta la eleccion correcta de 10s 
anticuerpos monoclonales para asegurar la optima identificacion de cada estirpe 
linfocitaria. 

En aquellos intervalos de edad de edad (0 a 9 y 52 a 78) donde las muestras son 
pequeiias, es recomendable aumentar el tamaiio de las mismas con el objeto de 
apoyar 10s resultados obtenidos y verificar si las diferencias establecidas son 
confiables. 

Se tiene que prestar importancia a que las subpoblaciones de linfocitos no solo estan 
integradas por linfocitos CD4 y CD8 (Cel. T cooperadores y citotoxicos), sino que 
tambien se presentan linfocitos B y Cel. NK, 10s cuales deben ser valorados para 
tener una vision completa del estado inmunologico del paciente. Por lo que queda 
abierta la opcion de poder llevar acabo la valoracion de estas subpoblaciones en 
derecho habientes sanos de C.M.N. 20 DE NOVIEMBRE, y completar este estudio 
para poder contar con todos 10s rangos de referencia de cada una de las 
subpoblaciones y cada gmpo de edad. 



Solucion Lisante FACS (Concentrada 10X) 

La solucion lisante FACS de Becton Dickinson Inmmunocytometry (BDIS) se usa en 
la lisis de gbbulos rojos despues de la tincion de inmunofluorescencia directa de las 
celulas de sangre humana periferica con anticuerpos monoclonales que se realiza antes 
del analisis por citometria de flujo. 

Principio del procedimiento, 

Cuando se agrega sangre entera al reactivo de anticuerpos monoclonales, 10s 
anticuerpos conjugados con fluorocromos del reactivo se unen de forma especifica a 10s 
antigenos de la superficie de 10s leucocitos. Las muestras teiiidas se tratan entonces con 
la solucion lisante FCAS para producir la lisis de 10s globulos rojos en condiciones 
hipotonicas suaves al mismo tiempo que se conservan 10s leucocitos. 

Reactivo suministrado. 

La solucion lisante FACS concentrada 10X se presenta como 100 mL d ~ u n a  solucion 
tamponada, que esta patentada, y que contiene < 15% de formaldehido y < 50% de 
dietilenglicol. 

Instrucciones para diluir. 

Diluir la concentracion IOX, al 1:10 con agua desionizada que este a temperatura 
ambiente (20" a 25" C). La solucion que se obtiene es estable durante un mes cuando se 
almacena en un recipiente de vidrio a temperatura ambiente. 

Almacenamiento y manipulation. 

La solucion lisante FACS (10X) es estable por el period0 que se indica en la etiqueta 
cuando se almacena segtin se indica en las instrucciones. Este reactivo no se debe usar si 
cambia de color o se forma un precipitado. 

Precauciones. 
1. Para uso diagnostic0 in vitro. 
2. ADVERTENCIA: El reactivo contiene dietilenglicol y formaldehido. El 

formaldehido es daiiino si se inhala, entra en contacto con la piel o se ingiere. Irrita 
10s ojos y la piel. La exposicion puede causar cancer. Existen riesgos posible de 
efectos irreversibles. El contacto con la piel puede causar sensibilizacion. Se debe 
almacenar bajo llave y hera  del alcance de 10s niiios. Se debe mantener alejado de 
10s alimentos, bebidas y alimentos para animales. El dietilenglicol, aun en 
cantidades pequeiias, puede ser fatal. Si se ingiere, obtenga atencion medica de 
inmediato y muestre el envase o etiqueta. Se debe desechar de acuerdo con las 
normas federales. estatales o locales. 



Microesferas CaliBRlTE 

Para preparar el citometro, antes de su uso se utiliza una suspension de microesferas 
CaliBRITE sin marcar para establecer 10s ajustes de voltajes de 10s tubas 
fotomultiplicadores. Se obtiene una cantidad de datos suficiente para poder fijar una 
ventana de FCS que aisle 10s eventos debidos a microesferas aisladas de 10s eventos 
debidos a residuos y microesferas agregadas. Luego se ajustan 10s voltajes de 10s PTM 
para fluorescencia hasta que 10s valores medios para las microesferas fluorescentes en 
10s canales correspondan a 10s valores deseados. EL voltaje del PMT para la SSC se 
ajusta de tal modo que las microesferas queden en posicion en el canal de SSC deseado. 
El umbra1 FCS se ajusta a un nivel que disminuya al minimo la sefial de fondo (cuando 
hay seiial de fondo). 
Despues se prepara una suspension con cantidades iguales de las microesferas 
CaliBRITE, que se usa para ajustar la compensacion de la fluorescencia. En la 
configuracion del instrumento usando dos colores, 10s ajustes de compensacion de la 
fluorescencia son FL1-%FL2 y FL2-%FLI . 
Ademas, en algunas aplicaciones de tres colores, 10s ajustes de compensacion de la 
fluorescencia son FL3-%FL2. (Debido a que el PTM FL2 no detecta PerCP, no es 
necesaria la compensacion FL2-%FL3). 
Estos ajustes corrigen la superposition de 10s espectros desplazado las poblaciones 
marcadas para que queden alineadas con las correspondientes poblaciones de 
microesferas sin marcar. 

La prueba de sensibilidad se lleva acabo con la suspension de microesferas mezcladas 
adecuadamente, usando el instrumento con 10s ajustes de 10s PTM y de la 
compensacion. 

Reactivo suministrado. 

Los juegos de microesferas CaliBRITRE contienen viales individuales de microesferas 
de polimetilmetacrilato de aproximadamente 6pm: 2.5 ml de microesferas sin marcar, 
2.5 ml de microesferas marcadas con FITC y 1.25 ml de microesferas marcadas con PE 
(y si corresponde, 1.5 ml de microesferas marcadas con PerCP). Todas las .microesferas 
vienen en solucion fisiologica tamponada y estabilizada, que contiene gelatina y azida 
de sodio al 0.1%. 
Procedimiento. 

Reactivos y materiales necesarios que no se suministran 

1.- Tubos de ensayo Falcon de poliestireno, de 12 x 75 mm, desechables, con tapa 
2.- Mcropipeteador con pipetas con punta. 
3.- Liquido de recubrimiento. 

Preparacion de las suspensiones de prueba. 
Preparacion de 10s tubos A y B (ver a continuacion). Todas las suspensiones se 
prepararan inmediatamente antes de su uso. Mezclar suavemente todos 10s viales de 
microesferas, ya sea por inversion o en un agitador vortex antes de su uso. Invertir el 
vial con microesferas completamente antes de agregar ia gota al tubo. La gota debe 
tener un aspect0 turbio, lo cual indica que las microesferas estin bien mezcladas. 
Asegurerse de obtener una gota completa. Mantener las suspensiones de microesferas 
sobre hielo o entre 2" y 8" C y protegidas de la luz directa en todo momento. Las 
microesferas diluidas permanecen estables durante 8 horas si se conservan en la 7 1 



obscuridad entre 2" y 8" C. Si se incluyen las microesferas marcadas con PerCP, la 
estabilidad, entre 2" y 8' C, es de una hora. 

Tubo A 
Para procedimiento de dos y tres colores. 
Se prepara en un tub0 una suspension de microesferas sin marcar agregando una gota de 
reactivo de microesferas sin marcar a 1 ml de liquido de recubrimiento FACSFlow. 
Rotulado como"Tubo A y usarlo para ajustar 10s tubos fotomultiplicadores. 

Tubo B 
Para procedimientos de tres colores: 

Se prepara en tub0 una suspension de una mezcla de microesferas agregando una gota 
de cada uno de 10s cuatro tipos de microesferas (sin marcar, FITC, PE y PerCP) a 3 ml 
de liquido de recubrimiento FACSFlow. Rotularlo como"Tubo B" y usarlo para el 
ajuste de la compensacion de la fluorescencia y la determination de la sensibilidad. 

Precauciones. 

1 .- Para uso diagnostic0 in vitro. 
2.- No usar despues de la fecha de caducidad que aparece en la etiqueta. 
3.- Las microesferas diluidas son estables durante 8 horas si se conservan en la 
obscuridad entre 2" y 8°C. Si se diluyen la microesferas marcadas con PerCP, la 
estabilidad, entre 2" y 8°C. es de una hora. Si se usan las microesferas despues del 
period0 en que son estables, se empieza a notar una disminucion de la separacion entre 
las poblaciones marcadas y sin marcar, que resulta en una falla en la prueba de 
sensibilidad. 
4.- La separacion entre las seiiales de fluorescencia puede disminuir hasta 2.5 canales ' 

por mes, como resultado del envejecimiento de las microesferas. 
5. -  No congelar las microesferas ni exponerlas a la luz directa durante su 
almacenamiento o uso. 
6.-  Los reactivos contienen azida de sodio como agente conservante. Sin embargo, se 
debe tener cuidado de evitar contaminacion bacteriana, que pueda producir resultados 
erroneos. 
7.- Los cambios excesivos en 10s resultados podrian indicar que las microesferas se han 
deteriorado o que las condiciones del instrumento han cambiando. Si se sospecha que se 
han deteriorado las microesferas se debe usar una suspension nueva y/o verificar las 
condiciones del instrumento. 
8.- ATENCION: las microesferas CaliBRITE se deben diluir usando solamente el 
liquido de recubrimiento FACSFlow. 



TriTEST CD3 FICTICD8 PE/ CD45 PerCP 

El TriTEST CD3 conjugado a isocianato de fluoresceina (F1CT)lCDS conjugado a 
ficoeritrina (PE)/ CD4S conjugado a proteina peridinin clorofila (PerCP) de Becton 
Dickinson Immunocytometry System (BDIS) es un reactivo de inmunofluorescencia 
directa de tres colores para la identificacion y detenninacion de 10s porcentajes y 
recuentos absolutos de linfocitos T maduros (CD3+), y las subpoblaciones de linfocitos 
T supresoreslcitotoxicos (CD3+ CD8+) en sangre entera con 10s eritrocitos lisados. 
Cuando se utiliza con 10s tubos TruCOUNT, estas poblaciones se pueden enumerar en 
un solo tubo. 

Aplicaciones clinicas. 

Los linfocitos Supresoreslcitotoxicos son una subpoblacion de linfocitos T (CD3+) que 
son CD8+. Los recuentos de CD3+ CD8+ se pueden utilizar para caracterizar y hacer el 
seguimiento de ciertas inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes. 
Los valores de linfocitos supresores/citotoxicos pueden estar fuera del rango normal de 
referencia en algunas enfermedades autoinmunes. El porcentaje relativo de la 
subpoblacion CD8+ esta aumentada en muchos pacientes con inmunodeficiencia sea 
congenita o adquirida, tales como inmunodeficiencia combinada severa (SCID) y el 
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). 

Principios del procedimiento, 

Cuando se ariade sangre entera al reactivo, 10s anticuerpos marcados con fluorocromos 
del reactivo se unen en forma especifica a 10s antigenos de superficie de leucocitos. 
Durante la adquisicion, las celulas pasan a traves del haz de laser, dispersan la luz laser 
y las celulas teiiidas fluorescen. Estas seiiales de dispersion de la luz y de fluorescencia 
son detectadas por el instrumento y dan informacion sobre el tamaiio de las celulas, la 
complej.dad interna y la intensidad relativa de la fluorescencia. Los reactivos TriTEST 
utilizan la fluorescencia para seleccionar la poblacion linfocitaria, lo que permite 
establecer ventanas de fluorescencia directamente para estas celulas y reducir asi en la 
ventana la contamination con globulos rojos de la sangre nucleados o sin lisar. 
Cuando se usa un tub0 TruCOUNT, se tiiie un volumen conocido de la muestra 
directamente en el tubo. El sediment0 liofilizado del tub0 se disuelve, liberando un 
numero conocido de microesferas fluorescentes. El numero absoluto (celulas1pL) de 
celulas positivas en la muestra se puede obtener dividiendo el numero de eventos de 
celulas positivas entre el numero de eventos de microesferas fluorescentes, y luego se 
multiplica por la concentracion de microesferas. 

Reactivo suministrado, suficiente para SO pruebas 

El reactivo TriTEST CD3ICDSICD45 de BDIS, suficiente para SO pmebas, se 
suministra en 1 ml de solucion salina tamponada que contiene seroalbumina bovina y 
azida de sodio al 0.1%. Contiene Ac anti-CD3 marcado con FITC, clon SK7, Ac anti- 
CD8 marcado con FITC, clon SKI y Ac antLCD45 marcado con PerCP, clon 2D1 (Hle- 
1). 
El Ac monoclonal anti-CD3 identifica 10s linfocitos T y reconoce la cadena epsilon del 
complejo CD3, que esta unido al receptor de antigen0 de las celulas T (TCR). Este 73 



complejo esta formado por lo menos por seis proteinas con un peso molecular que varia 
entre 20 y 30 kilodaltones ( m a ) .  El antigeno reconocido por 10s anticuerpos anti-CD3 
esta asociado en forma no covalente con el TCR dp o yI6 (70 a 90 m a ) .  
El Ac monoclonal anti-CD8 identifica linfocitos T supresoreslcitotoxico y reconoce un 
antigeno expresado en al subunidad- a de 32kDa del antigeno CD8,unida por un puente 
disulfuro. El dominio citoplasmatico de la subunidad-a del antigeno CD8 esta asociado 
con la proteina tirosina quinasa p56. La molecula de CD8 interactua con moleculas de 
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) lo cual resulta en un aumento 
de la adhesion entre 10s linfocitos T CD8+ y las celulas blanco. La union de la molecula 
CD8 a las moleculas MHC de clase I produce la activacion de 10s linfocitos T que e s t h  
en reposo. 

El Ac monoclonal CD45 identifica 10s leucocitos reconoce un antigeno de leucocito 
humano de 180 a 220 kDa que es miembro de la familia de 10s antigenos comunes de 
10s leucocitos(LCA). Los anticuerpos anti-CD3, anti-CD8 y anti-CD45 estan 
compuestos de cadena pesada y 1 y cadenas ligeras kappa de raton. 

Precauciones. 
1. Para uso diagnostic0 in vitro. 
2. Si se usan 10s tubos TruCOUNT, es critico que el volumen de sangre que se afiada 

sea exacto. Las pipetas deben estar calibradas para dispensar exactamente 50pL de 
la muestra. Se recomienda utilizar una pipeta electronica que se opere en la 
modalidad inversa. Si no se usa este tipo de pipeta o un similar, se debe utilizar la 
tecnica de pipeteo inverso. 

3. Los recuentos de microesferas en 10s tubos TruCOUNT varian segun 10s lotes. Es 
critico usar el recuento de microesferas del lote de tubos TruCOUNT que se este 
utilizando. No se deben mezclar varios lotes de tubos en la misma 
pruebas.Almacenar los tubos TruCOUNT en sus bolsitas originales a temperaturas 
entre 2" y 25' C. Para evitar la posible condensacion, la bolsita se debe abrir 
solamente despues de haber sacado tubo. Se debe examinar el desecante cada vez 
que se abra la bolsita. Si el desecante ha cambiado de color azul a violeta, se debe 
desechar el resto de tubos. Los tubos se deben de usar dentro de la hora de haberlos 
sacado de la bolsita y no se deben usar mas alla de la fecha de caducidad indicada en 
el envase. 

4. El reactivo se debe almacenar entre 2" y 8 " ~ :  No se debe usar despues de la fecha de 
caducidad que aparece en la etiqueta. 

5. El reactivo no se debe usar si se nota cualquier cambio en el aspecto. La 
precipitacion o cambio de color indican inestabilidad y deterioro. 

6 .  El reactivo no se debe congelar ni exponer a la luz directa durante el 
almacenamiento o la incubacion con las celulas. El vial del reactivo se debe 
mantener seco. 

7. Aunque el reactivo de anticuerpo contiene azida de sodio como agente conservante, 
se debe manejar con cuidado para evitar la contaminacion bacteriana que podria 
causar resultados erroneos. 

8. ADVERTENCIA: Todas las muestras biologicas y 10s materiales con que se esten 
en contact0 se deben considerar riesgos biologicos , manipularse como si fueren 
capaces de transmitir infecciones y desecharse con todos las precauciones adecuadas 
de acuerdo con 10s reglamentos federales, estatales y locales. Nunca se debe pipetear 
con la boca. Se debe usar ropa y guantes protectores adecuados. Se ha informado 
que la fijacion inactiva el VLH. 74 



PROCEDIMIENTO 

Recoleccion y preparacibn de la muestra 

La obtencion de la sangre se debe hacer en forma aseptica por puncion venosa en un 
tub0 de recoleccion de sangre VACUTAINER K3 EDTA (tapon lila), El reactivo 
TriTEST CD3lCD4lCD45, y 10s tubos TruCOUNT han sido validados con las formulas 
liquida y solida de K3 EDTA. Para este procedimiento se requiere un minimo de 100 
P I  de sangre entera. Es necesario seguir las instrucciones del fabricante del tub0 sobre el 
volumen minimo de sangre que se debe obtener para asegurar un uso adecuado. 

Se debe obtener un recuento de globulos blancos (WBC) y un recuento diferencial de la 
misma muestra de sangre entera antes de la tincion para estar seguros de que el recuento 
de WBC esta dentro del rango lineal 

La sangre anticoagulada y almacenada a temperatura ambiente (20" a 25" C) se debe de 
tetiir dentro de las 48 horas de obtenida la muestra y luego se debe de analizar dentro de 
las 6 horas de haber sido tefiida. Si las muestras se tifien dentro de las 24 horas de 
obtenidas, se pueden analizar dentro de las 24 horas de la tincion. 

Condiciones que interfieren 

No se deben usar muestras de pacientes que hayan sido fijas y almacenadas 
previamente. Las muestras de sangre entera refrigeradas antes de la tincion pueden dar 
resultados erroneos. Las muestras obtenidas de pacientes que esten recibiendo 
medicamentos inmmunosupresores pueden tener una resolucion pobre. Los blastocitos 
pueden interferir con 10s resultados de la prueba. Las muestras con hemolisis se deben 
desechar. 

El reactivo TriTEST CD 3/CD4/CD45 y el reactivo TriTEST CD3/CD8/CD45 no ha 
sido validado para ser usado con heparina o dextrosa de acido citric0 (ACD) liquida 
como anticoagulantes en la determination de recuentos absolutos con tubos 
TruCOUNT. 

Reactivo suministrado. 
TriTEST CD3 FITCI CD8 PEI CD45 PerCP con tubos TruCOUNT (Becton 

Dickinson, No. de catalogo 340402) 

Reactivos y materiales necesarios que no se suministran 

1.- Microesferas CaliBRITE 3 (Becton Dickinson No. de catdogo 340402). 
2.- Solucion lisante FACS ( lox) ,  100 ml Becton Dickinson, No. de catalogo 349202). 
Las instrucciones para diluir y las advertencias estan en el folleto de ~nstrucciones de la 
solucion lisante FACS. 
3.- Agua de grado reactivo (destilada o desionizada). 
4.- Tubos VACUTAINER K3 EDTA para recoleccion de sangre (Becton Dickinson, 
No. de catdogo 6457) o equivalente. 
5.- Tubos de pruebas desechables con tapa de poliestireno Falcon de 12 x 75 mm 
(Becton Dickinson No. de catalogo 2058) o equivalente. 
6.- Agitador Vortex. 
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7.- Micropipeta con puntas (Pipeta electronica BD, Becton Dickinson No. de catalog0 
34013290; pipetman Rainin Intrument Co.,Inc. o equivalenta). 
8.- Dispensador o pipeta de 450 pl para dispensar la solucion lisante FACS. 
9.- Liquido de revestimiento (FACSFlow Becton Dickinson, No. de Catalogo 340398 
(E.E. Y Latinoamerica) o 342003), o equivalente. 

Tincion de las celulas. 

Despues de la tincion se procede a lisar 10s globulos rojos con la solucion lisante FACS 
diluida (1X). Se debe tener cuidado de proteger 10s tubos de la luz directa. El 
procedimiento se lleva a cab0 a temperatura ambiente (20" a 25" C). 

Pipeteo inverso 

Para obtener 10s resultados, si se usan tubos TruCOUNT, es critic0 que el volumen de 
sangre que se agrege sea exacto. Si no se utiliza la pipeta electronica de BD o una pipeta 
similar que dispense un volumen exacto, se debe usar el pipeteo inverso. Esta tecnica 
aprovecha dos topes de la pipeta. 

Para el pipeteo normal, el boton se presiona hasta el primer tope. La muestra se 
aspira al soltar el boton y se expele al volver a presioaar hasta el primer tope. 
Para el pipeteo inverso, el boton se presiona hasta el segundo tope. Cuando se suelta 
el boton, el exceso de muestra asciende en la punta. Se expele un volumen preciso d 
ela muestra a1 presionar el boton hasta el primer tope, dejando el exceso de muestra 
en la punta. 

Tincion 

1. Para cada muestra de paciente, se debe rotular un tub0 de 12 x 75 mm con el numero 
de identificacion de la muestra. 
Para recuentos absolutes, se debe rotular un tub0 Tmcount en lugar del tub0 de 12 x 
75 mm. 
NOTA: Antes de usarlo, verifique que el sediment0 de microesferas del TruCOUNT 
este intacto y dentro del retenedor de metal al fondo del tubo. Si no es asi, deseche 
el tub0 TruCOUNT y remplacelo con otro. 

2. Pipetar 20 pl del reactivo TRiTEST CD3/CD4/CD45 a1 fondo del tub0 
Si se usa un tubo TruCOUNT, pipetear justo por encima del retenedor de acero 
inoxidable. No se debe tocar el sedimento. 

3. Pipetar 50 p1 de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo el tubo. 
NOTA : Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del tubo. Si se queda 
sangre entera en las paredes del tubo, no se tefiira con el reactivo. 
Si se usa un tub0 TmCOUNT, la exactitud es critica. Se debe usar la tecnica de 
pipeteo inverso para pipetear una muestra en el lado del tub0 justo por encima del 
retenedor. 

4. Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle, lncubar 15 
minutos en la obscuridad a temperatura ambiente ( 20" a 25" C). 

5. Anadir 450 pl de solucion lisante FACS IX a1 tubo. 
6 .  Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle, Incubar 15 

minutos en al obscuridad a temperatura ambiente (20' a 25°C). La muestra esta 
ahora iista para ser analizada en el citometro de flujo. 



Citometria de flujo 

Si las muestras no se analizan inmediatamente despues de la preparation, se deben 
almacenar en la obscuridad a temperatura arnbiente (20" a 25"). 

Agitar las celulas suavemente en el Vortex (a baja velocidad) para disminuir la 
agregacion antes de procesarlas en el citometro de flujo. 

Adquirir y analizar 10s datos en la modalidad de lista con el software MultiSET. Antes 
de la adquisicion de las muestras, se debe de ajustar el umbra1 para minimizar la 
presencia de restos y asegurar que las poblaciones que interesan esten incluidas. 

Resultados. 

Los resultados se informan como el porcentaje de celulas positivas por poblacion de 
linfocitos o como el numero de celulas positivas por microlito de sangre (recuento 
absoluto). 



TriTEST CD3 FICTlCD4 PE/ CD45 PerCP 

El TriTEST CD3 conjugado a isocianato de fluoresceina (FICT)/CD4 conjugado a 
ficoeritrina (PE)/ CD45 conjugado a proteina peridinin clorofila (PerCP) de Becton 
Dickinson Immunocytometry System (BDIS) es un reactivo de inmunofluorescencia 
directa de tres colores para la identificacion y determinacion de 10s porcentajes y 
recuentos absolutos de linfocitos T maduros (CD3+), y las subpoblaciones de linfocitos 
T supresores/citotoxicos (CD3+ CD8+) en sangre entera con 10s eritrocitos lisados. 
Cuando se utiliza con 10s tubos TNCOUNT, estas poblaciones se pueden enumerar en 
un solo tubo. 

Aplicaciones clinicas. 

Los linfocitos colaboradores/inductores son una subpoblacion de 10s linfocitos T 
(CD3+) que son a su vez CD4+. Los recuentos de CD3+ CD4+ se pueden utilizar y 
hacer el seguimiento de ciertas inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes. Los 
recuentos de 10s linfocitos T colaboradores/inductores pueden ser utiles en el 
seguimiento de 10s individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH). Los individuos con VIH tipicamente tienen una disminucion constante del 
recuento de linfocitos T colaboradores/inductores conforme progresa la infeccion. 
El reactivo TriTEST CD3lCD41CD45 permite identificar 10s linfocitos 
colaboradores/inductores T y enumerarlos por separado, excluyendo la posible 
contarninacion con monocitos CD3-CD4+. 

Principios del procedimiento 

Cuando se aiiade sangre entera al reactivo, 10s anticuerpos marcados con fluorocromos 
del reactivo se unen en forma especifica a 10s antigenos de superficie de leucocitos. 
Durante la adquisicion, las celulas pasan a traves del haz de laser, dispersan la luz lher  
y las celulas tefiidas fluorescen. Estas sefiales de dispersion de la luz y de fluorescencia 
son detectadas por el instrumento y dan information sobre el tamafio de las celulas, la 
complejidad interna y la intensidad relativa de la fluorescencia. Los reactivos TriTEST 
utilizan la fluorescencia para seleccionar la poblacion linfocitaria, lo que permite 
establecer ventanas de fluorescencia directamente para estas celulas y reducir asi en la 
ventana la contarninacion con globulos rojos de la sangre nucleados o sin lisar. 
Cuando se usa un tub0 TruCOUNT, se tifie un volumen conocido de la muestra 
directamente en el tubo. El sediment0 liofilizado del tub0 se disuelve, liberando un 
nlimero conocido de microesferas fluorescente's. El numero absoluto (celulas/pL) de 
celulas positivas en la muestra se puede obtener dividiendo el numero de eventos de 
celulas positivas entre el numero de eventos de microesferas fluorescentes, y luego se 
multiplica por la concentracion de microesferas. 

Reactivo suministrado, suficiente para 50 pruebas. 

El reactivo TriTEST CD3ICD8lCD45 de BDIS, suficiente para 50 pruebas, se 
suministra en 1 ml de solucion salina tamponada que contiene seroalbumina bovina y 
azida de sodio a1 0.1%. Contiene Ac anti-CD3 marcado con FITC, clon SK7, Ac anti- 
CD8 marcado con FITC, clon SKI y Ac anti-CD45 marcado con PerCP, clon 2DI (Hle- 



El Ac monoclonal anti-CD3 identifica 10s linfocitos T y reconoce la cadena epsilon del 
complejo CD3, que esta unido a1 receptor de antigeno de las celulas T (TCR). Este 
complejo esta formado por lo menos por seis proteinas con un peso molecular que varia 
entre 20 y 30 kilodaltones (kDa). El antigeno reconocido por 10s anticuerpos anti-CD3 
esta asociado en forma no covalente con el TCR dP o y/6 (70 a 90 m a ) .  
El Ac monoclonal anti-CD4 identifica 10s linfocitos T colaborodares/inductores y 
reconoce al antigeno CD4, P.M. 59kDa, el cual interactua con moleculas de clase I1 del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y e s  el receptor principal del virus de la 
inmunodeficiencia humana (VM). La porcion citoplasmastica del antigeno esta 
asociada con la proteina tirosina quinasa p56. 
El Ac monoclonal CD45 identifica 10s leucocitos reconoce un antigeno de leucocito 
humano de 180 a 220 kDa que es miembro de la familia de 10s antigenos comunes de 
10s leucocitos(LCA). Los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD45 estin 
compuestos de cadena pesada y 1 y cadenas ligeras kappa de raton. 

Precauciones. 
1. Para uso diagnostic0 in vitro. 
2. Si se usan 10s tubos TruCOUNT, es critico que el volumen de sangie que se ariada 

sea exacto. Las pipetas deben estar calibradas para dispensar exactamente 50pL de 
la muestra. Se recomienda utilizar una pipeta electronica que se opere en la 
modalidad inversa. Si no se usa este tipo de pipeta o un similar, se debe utilizar la 
tecnica de pipeteo inverso. 

3. Los recuentos de microesferas en 10s tubos TruCOUNT varian segtin 10s lotes. Es 
critico usar el recuento de microesferas del lote de tubos TruCOUNT que se este 
utilizando. No se deben mezclar varios lotes de tubos en la misma 
pruebas.Almacenar 10s tubos TruCOUNT en sus bolsitas originales a temperaturas 
entre 2' y 25' C. Para evitar la posible condensacion, la bolsita se debe abrir 
solamente despues de haber sacado tubo. Se debe examinar el desecante cada vez 
que se abra la bolsita. Si el desecante ha cambiado de color azul a violeta, se debe 
desechar el resto de tubos. Los tubos se deben de usar dentro de la hora de haberlos 
sacado de la bolsita y no se deben usar mas alla de la fecha de caducidad indicada en 
el envase. 

4. El reactivo se debe almacenar entre 2" y 8°C. No se debe usar despues de la fecha de 
caducidad que aparece en la etiqueta. 

5. El reactivo no se debe usar si se nota cualquier cambio en el aspecto. La 
precipitacion o cambio de color indican inestabilidad y deterioro. 

6. El reactivo no se debe congelar ni exponer a la luz directa durante el 
almacenamiento o la incubacion con las celulas. El vial del reactivo se debe 
mantener seco. 

7. Aunque el reactivo de anticuerpo contiene azida de sodio como agente conservante, 
se debe manejar con cuidado para evitar la contaminacion bacteriana que podria 
causar resultados erroneos. 

8. ADVERTENCIA: Todas las muestras biologicas y 10s materiales con que se estin 
en contact0 se deben considerar riesgos biologicos , manipularse como si heren 
capaces de transmitir infecciones y desecharse con todos las precauciones adecuadas 
de acuerdo con 10s reglamentos federales, estatales y locales. Nunca se debe pipetear 
con la boca. Se debe usar ropa u guantes protectores adecuados. Se ha informado 
que la fijacion inactiva el VM.  



PROCEDIMIENTO 

Recoleccion y preparacion de la muestra. 

La obtencion de la sangre se debe hacer en forma aseptica por puncion venosa en un 
tub0 de recoleccion de sangre VACUTAINER K3 EDTA (tapon lila), El reactivo 
TriTEST CD3ICD4lCD45, y 10s tubos TmCOUNT han sido validados con las formulas 
liquida y solida de K3 EDTA. Para este procedimiento se requiere un minimo de 100 
pl de sangre entera. Es necesario seguir las instmcciones del fabricante del tub0 sobre el 
volumen minimo de sangre que se debe obtener para asegurar un uso adecuado. 

Se debe obtener un recuento de globulos blancos (WBC) y un recuento diferencial de la 
misma muestra de sangre entera antes de la tincion para estar seguros de que el recuento 
de WBC esta dentro del rango lineal . 

La sangre anticoagulada y almacenada a temperatura ambiente (20" a 25" C) se debe de 
teiiir dentro de las 48 horas de obtenida la muestra y luego se debe de analizar dentro de 
las 6 horas de haber sido teiiida. Si las muestras se tiiien dentro de las 24 horas de 
obtenidas, se pueden analizar dentro de las 24 horas de la tincion. 

Condiciones que interfieren 

No se deben usar muestras de pacientes que hayan sido fijas y almacenadas 
previarnente. Las muestras de sangre entera refiigeradas antes de la tincion pueden dar 
resultados erroneos. Las muestras obtenidas de pacientes que esten recibiendo 
medicamentos inmmunosupresores pueden tener una resolution pobre. Los blastocitos 
pueden interferir con 10s resultados de la pmeba. Las muestras con hemolisis se deben 
desechar. 

El reactivo TriTEST CD 3lCD41CD45 y el reactivo TriTEST CD3lCD81CD45 no ha 
sido validado para ser usado con heparina o dextrosa de acido citric0 (ACD) liquida 
como anticoagulantes en la determination de recuentos absolutos con tubos 
TmCOUNT. 

Reactivo suministrado 
*TriTEST CD3 FITCl CD4 PE/ CD45 con tubos TruCOUNT (Becton Dickinson, No. 
de catiilogo 340402) 

Reactivos y materiales necesarios que no se suministran 

1.- Microesferas CaliBRITE 3 (Becton Dickinson No. de catdogo 340402). 
2.- Solucion lisante FACS (IOX), 100 ml Becton Dickinson, No. de catiilogo 349202). 
Las instmcciones para diluir y las advertencias estan en el folleto de instmcciones de la 
solucion lisante FACS. 
3.- Agua de grado reactivo (destilada o desionizada). 
4.- Tubos VACUTAINER K3 EDTA para recoleccion de sangre (Becton Dickinson, 
No. de catdogo 6457) o equivalente. 
5.- Tubos de pmebas desechables con tapa de poliestireno Falcon de 12 x 75 mm 
(Becton Dickinson No. de catalog0 2058) o equivalente. 
6.- Agitador Vortex. 80 



7.- Micropipeta con puntas (Pipeta electronica BD, Becton Dickinson No. de catalog0 
34013290; pipetman Rainin Intmment Co.,Inc. o equivalenta). 
8.- Dispensador o pipeta de 450 pl para dispensar la solucion lisante FACS. 
9.- Liquido de revestimiento (FACSFlow. Becton Dickinson, No. de Catdogo 340398 
(E.E. Y Latinoamerica) o 342003), o equivalente. 

Tincion de las celulas 

Despues de la tincion se procede a lisar 10s globulos rojos con la solucion lisante FACS 
diluida (1X). Se debe tener cuidado de proteger 10s tubos de ia luz directa. El 
procedimiento se lleva a cab0 a temperatura ambiente (20" a 25" C). 

Pipeteo inverso 

Para obtener 10s resultados, si se usan tubos TruCOUNT, es critic0 que el volumen de 
sangre que se agrege sea exacto. Si no se utiliza la pipeta electronica de BD o una pipeta 
similar que dispense un volumen exacto, se debe usar el pipeteo inverso. Esta tecnica 
aprovecha dos topes de la pipeta. 

Para el pipeteo normal, el boton se presiona hasta el primer tope. La muestra se 
aspira al soitar el boton y se expele al volver a presionar hasta el primer tope. 
Para el pipeteo inverso, el boton se presiona hasta el segundo tope. Cuando se suelta 
el boton, el exceso de muestra asciende en la punta. Se expele un volumen preciso 
de la muestra a1 presionar el boton hasta el primer tope, dejando el exceso de 
muestra en la punta. 

Tincion 

1. Para cada muestra de paciente, se debe rotular un tub0 de 12 x 75 mm con el numero 
de identificacion de la muestra. 
Para recuentos absolutos, se debe rotular un tub0 Tmcount en lugar del tub0 de 12 x 
75 mm. 
NOTA: Antes de usarlo, verifique que el sedimento de microesferas del TmCOUNT 
este intact0 y dentro del retenedor de metal al fondo del tubo. Si no es asi, deseche 
el tub0 TNCOUNT y remplacelo con otro. 

2. Pipetar 20 pl del reactivo TRiTEST CD3lCD41CD45 al fondo del tubo. 
Si se usa un tub0 TmCOUNT, pipetear justo por encima del retenedor de acero 
inoxidable. No se debe tocar el sedimento. 

3. Pipetar 50 p1 de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo el tubo. 
NOTA : Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del tubo. Si se queda 
sangre entera en las paredes del tubo, no se teiiira con el reactivo. 
Si se usa un tub0 TNCOUNT, la exactitud es critica. Se debe usar la tecnica de 
pipeteo inverso para pipetear una muestra en el lado del tub0 justo por encima del 
retenedor. 

4. Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar 15 
minutos en la obscuridad a temperatur'a ambiente ( 20' a 25' C). 

5. Anadir 450 pl de solucion lisante FACS IX al tubo. 



VALORES DE NFERENCM DE SUBPOBUCIOPI'ES LISFOCITARMS 

6. Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle, Incubar IS 
minutos en al obscuridad a temperatura ambiente (20" a 25°C). La muestra esta 
ahora lista para ser analizada en el citometro de flujo. 

Citometria de flujo 

Si las muestras no se analizan inmediatamente despues de la preparation, se deben 
almacenar en la obscuridad a temperatura ambiente (20" a 25"). 

Agitar las celulas suavemente en el Vortex (a baja velocidad) para disminuir la 
agregacion antes de procesarlas en el citometro de flujo. 

Adquirir y analizar 10s datos en la modalidad de lista con el software MultiSET. Antes 
de la adquisicion de las muestras, se debe de ajustar el umbra1 para minimizar la 
presencia de restos y asegurar que las poblaciones que interesan esten incluidas. 

Resultados. 

Los resultados se informan como el porcentaje de celulas positivas por poblacion de 
linfocitos o como el numero de cdulas positivas por microlito de sangre (recuento 
absoluto). 



Controles TruCOUNT 

Uso propuesto 

Las microesferas de control TRUCOUNT de Becton Dikinson Irnmunocytometry 
Systems (BDIS) estin diseiiadas para usarse en diagnostico in vitro con productos tales 
como reactivos TriTEST de Becton Dikinson y para 10s citometros de flujo con el 
equipo adecuado, para servir como control de ciertos elementos del proceso de 
recuentos absolutos. Especificamente, un valor de las microesferas que este &era del 
rango esperado indica un error en el pipeteo o un problema con el valor de recuento 
absoluto de las microesferas Las microesferas control TRUCOUNT no intentan 
substituir un control celular. 

Principio del procedimiento 

Las suspenciones de microesferas control bajo, medio y alto son adicionadas a sangre 
normal preparada con reactivo apropiados usando tubos TRUCOUNT. Si el sofware es 
apropiado tal como el MultiSET el control de cuentas de las perlas es realizado por el 
software en forma automatica. Se puede realizar en forma manual usando por ejemplo 
el software CELL QUEST. 

Reactivo 

El reactivo suministrado es suficiente para 30 pruebas 

Precauciones. 

1 .  Para su uso de diagnostico in vitro. 
2. La adicion de el volumen precis0 de las perlas control es critica para lograr el 

resultado. Las pipetas deben ser calibradas para dispensar exactamente SOpL de la 
muestra. Una pipeta electronica la cual opera en el modo de pipeteo inverso esta 
disponible en Becton Dickinson. Si esta o una pipeta similar no es usada entonces 
se debe revisal la tecnica de pipeteo inverso. 

3 .  Siempre que se usen las perlas de recuento hay que asegurarse que 10s lotes de tubos 
TRUCOUNT se introduzcan 10s valores en el software o cuando se realice el 
calculo manual para la cuenta absoluta. El recuento correct0 de microesferas es 
critic0 para determinar el recuento celular. No mezclar tubos de lotes difeentes en 
un mismo ensayo. 

4. Aunque el reactivo de anticuerpo contiene azida de sodio como agente conservante, 
se debe manejar con cuidado para evitar la contamination bacteriana que podria 
causar resultados erroneos. 

5. ADVERTENCIA: Todas las muestras biologicas y 10s materiales con que se esten 
en contact0 se deben considerar riesgos biologicos , manipularse como si fueren 
capaces de transmitir infecciones y desecharse con todos las precauciones adecuadas 
de acuerdo con 10s reglamentos federales, estatales y locales. Nunca se debe pipetear 
con la boca. Se debe usar ropa u guantes protectores adecuados. Se ha informado 
que la fijacion inactiva el VM. 



6. La solucion requerida es la solucion lisante FACS, esta contiene dietilen glicol y 
formaldehido. 

7. Las perlas de control TRUCOUNT son asignadas para uso con el procedimiento es 
pecifico de lisadolno lavado. No intentar rebasar el umbra1 de foward scatter (FCS) 
para la coleccion de 10s datos. 

8. Las perlas control La solucion requerida es la solucion lisante FACS, esta contiene 
dietilen glicol y formaldehido. 

9. Las perlas de control TRUCOUNT son sensibles a la compensacion, 
especificmanete en FL2-%Fll. Si no se emplea el procedimiento de lisadolno 
lavado, se debe cuidar que la medicion tomada de FL2 sea la adecuada. Almacenar 
de 2" a 8" C No se debe usar despues de la fecha de caducidad que esta en el vial. 

Instrumento, 

Las aplicaciones de TRUCOUNT e s t h  diseiiadas para citometros de flujo equipados 
con apropiados sistemas de computacion de harware y software.. El citometro de flujo 
debera estar equipado para detectar tres colores de fluorescencia, la dispersion frontal de 
la luz(FCS) y la dispersion lateral (SSC). BDIS recomienda usar 10s citometros 
FACSCalibur o el FACSort. 

PROCEDIMIENTO 

Recoleccion y preparation de la muestra. 

La obtencibn de la sangre se debe hacer en forma aseptica por puncion venosa en un 
tub0 de recoleccion de sangre VACUTAINER K3 EDTA (tapon lila), El reactivo 
TriTEST CD3lCD41CD45, y 10s tubos TruCOUNT han sido validados con las formulas 
liquida y solida de K3 EDTA. Para este procedimiento se requiere un minimo de 100 
pI de sangre entera. Es necesario seguir las instrucciones del fabricante del tub0 sobre el 
volumen minimo de sangre que se debe obtener para asegurar un uso adecuado. 

Se debe obtener un recuento de globulos blancos (WBC) y un recucnto diferencial de la 
misma muestra de sangre entera antes de la tincion para estar seguros de que el recuento 
de WBC esta dentro del rango lineal . 

La sangre anticoagulada y almacenada a temperatura ambiente (20" a 25" C) se debe de 
teiiir dentro de las 48 horas de obtenida la muestra y luego se debe de analizar dentro de 
las 6 horas de haber sido teiiida. Si las muestras se tiiien dentro de las 24 horas de 
obtenidas, se pueden analizar dentro de las 24 horas de la tincion. 

Reactivo suministrado 
Las microesferas control TRUCOUNT (Becton Dickinson Catalogo No. 34335) Se 
proporcionan tres viales con concentraciones de perlas fluorescente diferente, bajo, 
medio y alto. 



Reactivos y materiales necesarios que no se suministran 

1.- Tubos TRUCOUNT (Becton Dickinson No. 340335). 

2.- Solucion lisante FACS ( lox) ,  100 ml Becton Dickinson, No. de catdogo 349202). 
Las instrucciones para diluir y las advertencias estan en el folleto de instrucciones de la 
solucion lisante FACS. 
3.- Agua de grado reactivo (destilada o desionizada). 
4.- Tubos VACUTANER K3 EDTA para recoleccion de sangre (Becton Dickinson, 
No. de catalog0 64'57) o equivalente. 
5.- Perlas CaliBRITE. 
6.- Agitador Vortex. 
7.- Micropipeta con puntas (Pipeta electronica BD, Becton Dickinson No. de catdogo 
34013290; pipetman Rainin Intrument Co.,Inc. o equivalenta). 
8.- Dispensador o pipeta de 450 pl para dispensar la solucion lisante FACS. 
9.- Liquido de revestimiento (FACSFlow Becton Dickinson, No. de Catdogo 340398 
(E.E. Y Latinoamerica) o 342003), o equivalente. 

Preparacion de 10s controles 

Despues de la tincion se procede a lisar 10s globulos rojos con la solucion lisante FACS 
diluida (1X). Se debe tener cuidado de proteger 10s tubos de la luz directa. El 
procedimiento se lleva a cab0 a temperatura ambiente (20" a 25" C). 

Pipeteo inverso 

Para obtener 10s resultados, si se usan tubos TruCOUNT, es critic0 que el volumen de 
sangre que se agrege sea exacto. Si no se utiliza la pipeta electronica de BD o una pipeta 
similar que dispense un volumen exacto, se debe usar el pipeteo inverso. Esta tecnica 
aprovecha dos topes de la pipeta. 

Para el pipeteo normal, el boton se presiona hasta el primer tope. La muestra se 
aspira al soltar el boton y se expele al volver a presionar hasta el primer tope. 

a Para el pipeteo inverso, el boton se presiona hasta el segundo tope. Cuando se suelta 
el boton, el exceso de muestra asciende en la punta. Se expele ur. volumen precis0 d 
ela muestra a1 presionar el boton hasta el primer tope, dejando el exceso de muestra 
en la punta. 

Tincion. 

Se debe uno basar en la preparacion en cada uno de 10s insertos de 10s reactivos para la 
preparacion de la muestra. 

1 .  Extraer del empaque de 10s tubos TRUCOUNT tres, 10s cuales se marcan con la 
leyenda de nivel bajo, medio y alto. 

NOTA: Antes de usarlo, verifique que el sedimento de microesferas del TruCOUNT 
este intact0 y dentro del retenedor de metal al fondo del tubo. Si no es asi, deseche 
el tub0 TruCOUNT y remplacelo con otro. 

2. Pipetar 20 pl del reactivo TRiTEST al fondo del tubo. 
Si se usa un tub0 TruCOUNT, pipetear justo por encima del retenedor de acero 
inoxidable. No se debe tocar el sedimento. 85 



3. Pipetar 50 p1 de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo el tubo. 
NOTA : Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del tubo. Si se queda 
sangre entera en las paredes del tubo, no se teiiira con el reactivo. 
Si se uda un tub0 TruCOUNT, la exactitud es critica. Se debe usar la tecnica de 
pipeteo inverso para pipetear una muestra en el lado del tub0 justo por encima del 
retenedor. 

4. Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar 15 
minutos en la obscuridad a temperatura ambiente ( 20" a 25" C). 

5. Anadir 450 p1 de solucion lisante FACS l X  al tubo. 
6. Tapar el tub0 y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle, Incubar 15 

minutos en al obscuridad a temperatura ambiente (20" a 25°C). La muestra esta 
ahora lista para ser analizada en el citometro de flujo. 

7. Mezclar con cuidado cada uno de 10s viales de 10s controles por 30 seyundos y 
adicionar 50 p1 de cada uno de 10s controles (bajo, medio y alto) cada uno de 10s 
tubos marcados. 

La muestra asi prepara esta lista para ser leida en el citometro. 

Citometria de flujo 

Si las muestras no se analizan inmediatamente despues de la preparacion, se deben 
almacenar en la obscuridad a temperatura ambiente (20" a 25"). 

Agitar las celulas suavemente en el Vortex (a baja velocidad) para disminuir la 
agregacion antes de procesarlas en el citometro de flujo. 
BDIS recomienda usar las perlas de caliBRlTE y el software tales como FACSComp, 

version 2.0, o posteriores, para ajustar 10s voltajes del tub0 fotomultiplicador (PMT), la 
compensacion de la fluorescencia y checar la sensiblidad del intmmento previo a su uso. 
Antes de la adquisicion de muestras, se debe ajustar el umbra1 para reducir al minimo 
10s restos celulares y asegurarse de que esten incluidas las poblaciones que interesan. 
Se adquieren 10s datos usando el software apropiado. Si no se usa un softwere 
recomendado por BDIS para calcular las cuentas automaticamante se puede realizar el 
calculo del recuento en forma manual de 10s controles bajo, medio y alto. 

La etiqueta de la caja de las microesferas de control indica 10s rangos que se espera 
obtener con 10s recuentos de microesferas para las concetraciones alta, media y baja. 
Los rangos varian de un lote a otro. Si 10s valores que obtienen e s t h  por fuera del rango 
esperado, se debe sospechar que el pipeteo es impreciso o que hay otros errores en el 
proceso. 
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D i d o r  Q F 0 L W R M S  DW CONTRERAS Sobware MumET V1 1 1 
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1 Sa@e Name: GORETI MlRANOI A I M  
S n @ e  ID: 03 
Case Number VALORES M REFEREKIA 
Panel Name: M C O t X O 4 5  + TRUC 

Date &quire@ Thu. N~YJ 11. 1998 222 PM 
Data Analyzed: Thu. Nw 11,19as 
Ralwence Ranga Type: W 

Aba Cnl 
Result Name %lAatio (celldpL) Refaronco Range 
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Parameter High Low Separation Mlnimum Reault Lo1 ID 

FSC 188 4 8  1 43 100 Pass 119211 
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FLI 1 65 27 138 123 Pass 1 1022K 
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