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Principios de Citometria de flujo
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ABSTRACTO

Presentamos el area de Citometria de Flujo del Hospital Dr.
Juan Tanca Marengo de SOLCA, cuya principal aplicacion en el
inmunofenotipaje de los desordenes hematopoyéticos constituye
un complejo ejercicio que requiere entendimiento adecuado del
linaje celular, vias de evolucioén , cambios fisiologicos y buena
experiencia en hematopatologia. Los procesos para los examenes
involucran tres pasos: pre-analisis (proceso del especimen, tincién
con el anticuerpo), andlisis (adquisicion de datos en el citdmetro
de flujo) y post-analisis (analisis e interpretacion de datos ). Este
ultimo sigue un proceso practico y sistematico, utilizando plantillas
madres que muestran el célculo en porcentajes, “porcentaje
positivo”, para cada anticuerpo individual.

Palabras Claves: Citometria de Flujo

ABSTRACT

We present the flor cytometry area at the Dr. Juan Tanca
Marengo Hospital, whose application in the inmunofenotyping of
hemopoietics disorders constitute a complex exercise with perfect
comprehension that the cellular lineage requires, the physiological
ways of evolution, physiological changes and good experience in
hematopathology. The processes for examinations involve three
steps: pre-analysis (specimen process, antibody tincion), analysis
(data acquisition in flow cytometry) and post-analysis (data and
interpretation analysis). Its follows a systematic and practice
process using groups who show calculate in percentage, positive
percentage, for each individual antibody.
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Introduccion.

El Instituto Oncolégico Nacional (ION) SOLCA preocupado
en brindar un mejor servicio y atencién a sus pacientes y a
la comunidad en general, incorpor6 desde junio del 2004 el
area de Citometria de Flujo como herramienta que permite
correlacionar multiples pardmetros con mayor rapidez y
realizar diagndsticos con mayor exactitud, sensibilidad y
especificidad.!>*

El Citémetro de Flujo es un equipo con el cual podemos
caracterizar y analizar células simultdneamente , contar,
identificar y separar grupos particulares de células o
particulas, este trabajo estd basado en el uso de anticuerpos
que reconocen y se adhieren a marcadores celulares
especificos y asi lograr caracterizar, cuantificar y evaluar
tratamientos en pacientes con patologias hematoldgicas.*?
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La palabra Citometria proviene de Cito = Célula y Metria=
Medida

El principio del Citometro de Flujo es el paso de particulas
o células que miden entre 0,2 y 50 micrémetros, a través del
haz de un laser, asi el equipo mide la capacidad de disper-
sién de luz, con lo que se determina el tamafio relativo de
la célula o particula; mientras que la fluorescencia que emite
cada anticuerpo adherido, indica la granularidad o comple-
jidad interna y la intensidad de la fluorescencia de cada tipo
de célula. '?

Gréfico esquematico en la dispersion de luz y fluorescencia de
un Citémetro de Flujo
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Los datos obtenidos se grafican en dispersogramas en
donde se determina el porcentaje de cada poblacion celular
mediante un sistema electrénico, 6ptico y de fluidos.

Sistema electrénico: Basado en una fuente de iluminacion
laser. Tiene una configuracién octogonal, es decir que son
perpendiculares los ejes de iluminacién, deteccién y paso
de muestra.

El laser por accion de lentes tiene una seccién eliptica y la
intensidad de la luz decrece hacia la periferia. Su grosor se
considera hasta que su intensidad ha disminuido del centro
del haz al valor 1/e2, el cual es aproximadamente 100 um de
ancho. Algunos citometros poseen dos o mas laseres como
fuentes de iluminacién. *7

La fluorescencia se recoge a 90 grados por lentes de alta
apertura numérica. Recogen del 5 al 10 % de la fluorescencia
emitida, pero con un espejo de disefio especial se puede
llegar a recoger hasta el 90 %. Se debe situar una placa con
un agujero (pinhole) para aumentar la raz6n sefal/ruido. Por
la lente que recoge la sefial fluorescente también se recoge la
sefial de la luz dispersada a 90 grados (right angle scatter),
que se lleva mediante espejos a su detector especifico y es
funcién de la refractariedad y estructura celular. ’

Existe un detector para la luz dispersada hacia adelante o
dispersion frontal de la luz (low angle scatter), que es funcién
del tamaiio celular.

La cdmara de flujo puede ser cerrada o abierta segin la
lectura se realice en el seno de la cdmara o una vez el liquido
ha abandonado la misma, hay que tener en cuenta que las
cdmaras cerradas producen menos sefial de ruido que cuando
la lectura es en aire.’

El Citémetro de Flujo con el que contamos es un modelo
FACS CALIBUR (Becton Dickinson) de penultima
generacion.

Protocolo para la obtencion, transporte y conservacion
de muestras

Como politica institucional, el Hospital “Dr. Juan Tanca
Marengo” ION-SOLCA, procesard muestras internas y
externas que cumplan con los siguientes requisitos:

Tipo de muestra :

1. Las muestras aceptadas para el estudio de Citometria en
leucemias, linfomas o VIH son: Médula dsea y sangre
periférica en EDTA o Citrato de sodio.

2. Los requisitos para la recepcién de las muestras son:
 Impresién clinica, hematolégica y/o patoldgica
* Hoja de registro o, con un nimero de historia clinica.

3. Las muestras con heparina sédica no son procesables.

Transporte de muestras

Silamuestraes transportada por via aérea deberd cumplir con
las normas pertinentes de transporte de agentes bioldgicos
que es determinada por la Direccién de Aviacion Civil.
Dentro de nuestras recomendaciones esta la de mantener
cadena en frio a una temperatura de 4 a 8°C 3 (Anexo).
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EXAMEN

CD4/CD8/CD3 HIV

LEUCEMIAS

CD45/CD20/CD5
Enfermedad minima residual

CONVENIO

DETERMINACION
DE CELULAS VIABLES

TIPO DE MUESTRA

Sangre periférica
con EDTA

Médula osea y sangre
periférica con
EDTA (2 ml)

Médula 6sea y sangre
periférica con
EDTA (2 ml)

Médula 6sea y sangre
periférica con
EDTA (2 ml)

Médula 6sea y sangre
del cord6n umbilical

EXAMENES QUE EFECTUAEL LABORATORIO DE CITOMETRIA

Conclusion:

De los multiples aplicaciones de la Citometria de Flujo en
Solca nuestra labor esta enfocada en realizar :

1. Inmunofenotipo de muestras bioldgicas (sangre, médula
Osea y ganglios linfaticos de pacientes con diagndsticos
de leucemias y/o linfomas.

Los resultados obtenidos unidos a informacién clinica
confirman diagnéstico y determinan terapia de eleccion.

2. Determinacién y enumeracion de células CD4+(T-Ayuda)
en el monitoreo de pacientes HIV positivos.

3. Determinaciéon de células CD34 en Trasplantes
Halogénicos.

Nuestro plan a futuro es trabajar en la determinacién de
ploidias para el andlisis del contenido de la DNA o del
RNA.

TRANSPORTE DE N TIEMPO
MUESTRA USO CLINICO DE ENTREGA
Cadena de frio 6ptimo hasta Seguimiento pacientes 36 horas
24 horas con HIV
Cadena de frio 6ptimo hasta Estadif_ica_cic’m y 36 horas
24 horas seguimiento
Cadena de frio 6ptimo hasta Estadif_ica_cién y 36 horas
24 horas seguimiento
Cadena de frio 6ptimo hasta Diagnéstico,estadificacion
24 horas y seguimiento 36 horas
Cadena de frio 6ptimo hasta Reinsercion de
) 1 hora
24 horas células madres
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