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RESUMEN

En la infeccion por VIH la evaluacion secuencial de los valores de linfocitos CD3, CD4

y CD8 aportan informacion para el establecimiento del estado clinico y el pronéstico de
los pacientes. Disponer de reactivos 6ptimos, producidos en nuestro pais, para su uso
en citometria de flujo, implica un ahorro sin que se afecte la calidad. El Laboratorio
Diagnostico del Instituto de Medicina Tropical (IPK) correlacioné el porcentaje de
linfocitos reconocidos por los anticuerpos monoclonales (AcMs) conjugados
producidos por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) (CIMAB SA, La Habana,
Cuba) [ior T3, T4y T8] frente a sus similares de la casa comercial DAKO AG (Dinamarca),
en muestras de pacientes en diferentes estadios de la enfermedad, tomados
aleatoriamente. Los resultados del coeficiente de correlacion para cada AcM utilizando
una regresion simple, fueron los siguientes: CD3=0,932; CD4=0,986; CD8=0,958. Con
este estudio se demostr6é que los AcMs conjugados de la serie ior (CIMAB SA) se
comportan, en cuanto a porcentaje de reconocimiento, de forma similar a los de la casa
comercial DAKO, lo que posilita el diagnoéstico y monitoreo de los pacientes
VIH/SIDA cubanos.

Descriptores DeCEITOMETRIA DE FLUJO; TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE
LABORATORIO; INFECCIONES POR VIH.

Los leucocitos presentan una gran momentaneamente en etapas particulares de
cantidad de moléculas marcadoras en sula diferenciacion o de la activacion celular.
superficie, algunas de las cuales aparecenlLas proteinas marcadoras de membrana se
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pueden usar para distinguir las diferentes AcMs conjugados, producidos en nuestro
poblacionales celulares, y muchas de ellas pais, con la calidad requerida para este tipo
se pueden identificar por medio de de estudio, hace méas econémico el
anticuerpos monoclonales (AcMs) espe- diagndstico y lo garantiza para todos los
cificos!2El desarrollo de estos anticuerpos, pacientes VIH/SIDA, asi como para el resto
conjugados con diferentes fluorocromos, de la poblaciéon de pacientes inmuno-
que se pueden usar en analisis por mediocomprometidos.

de citometria de flujo, ha revolucionado y En el presente trabajo se evaluaron los
propiciado grandes avances en el analisis AcMs conjugados con isotiocianato de
de diferentes subpoblaciones de linfocitos. fluorescencia (Fict), producidos por el CIM
Asi, la citometria de flujo ha emergido como (CIMAB SA, La Habana, Cuba), frente a
una herramienta importante y poderosa en sus similares de la casa comercial DAKO
la diferenciacion de subpoblaciones AG (Dinamarca)y su correlacién en cuanto

celulares. . a porcentaje de reconocimiento.
El analisis de las subpoblaciones de

linfocitos en sangre periférica se puede

aplicar para evaluar el estado inmuno- METODOS

[6gico/® e incluso proporciona infor-

macion importante para la identificacion pSeNO

de diferentes padecimient6%De igual

forma, se ha demostrado que proporciona  gg realiz6 un estudio comparativo por
datos con valor pronostico en cancer gjiometria de flujo de los AcMs-Fict ior T3,
gastricd y el sindrome de inmuno- 14y 18 comercializados por CIMAB SA,

deficiencia adquirida (SIDAY, en esta  fente 4 sus similares de la casa comercial
ultima enfermedad se ha comprobado que pako AG. en pacientes VIH/SIDA
el monitoreo de las subpoblaciones ' '

linfoides, especificamente el conteo
absoluto d,e I_mfocnos CD4, }lene tanto  poB| ACION DE ESTUDIO
valor pronéstico como terapéutiéb.

En la actualidad todo trabajo
relacionado con el control evolutivo de los
infectados y ensayos clinicos de nuevas
drogas, conlleva obligatoriamente la leator] i los dif i tadi
cuantificacién de los linfocitos T CD4 +, el alealoriamente, en los diferentes estadios

de la infeccion y un grupo de 10 sujetos

descenso del nimero absoluto de éstos estaSu Lestamente sanos. trabaiadores del IPK
considerado como uno de los mas potentes P ’ J ’

marcadores predictivos de evolucién a Surango de edad era de 18 a 40 afios.

SIDA, tanto en pacientes tratados como no
tratados'!

En la mayoria de los laboratorios, el
método estandar para la determinacion del
nivel de linfocitos T CD4 +, es la citometria A cada una de las personas, entre las
de flujo. Entre sus ventajas se encuentran: 9 Y 10 &.m. se le tomaron 1,5 mL de sangre

exactitud, precision, rapidez y capacidad POr puncion venosa, colectada en tubos
para procesar un gran nimero de muestrasdué contenian EDTA como anticoagulante.
en corto tiemp@? tiene el inconveniente ~ Las muestras se almacenaron a temperatura
de que el equipo, su mantenimiento y ambiente (22-25°C)y se marcaron dentro
reactivos son muy costosos. Disponer de de las 2 horas siguientes a su obtencion.
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El estudio se realiz6 con 51 individuos
VIH/SIDA provenientes del Sanatorio de
Santiago de las Vegas y del IPK, tomados

COLECTAY PREPARACION
DE LAS MUESTRAS



MARCAJE Y FIJACION DE LAS CELULAS regién y el porcentaje de recuperacion;
también se analizé la dispersion frontal
Se emplearon AcMs conjugados con (FSC) y lateral (SSC) de la luz, que estan
Fict, listos para usar, de ambas casas relacionadas con el tamafio y la complejidad
comerciales con sus correspondientes interna de las células, respectivamente.
controles de isotipo, estos Ultimos usados Los resultados se analizaron en
para identificar marcaje inespecifico; graficos de puntos (citogramas); se observo
también se utiliz6 un tubo con ceélulas el porcentaje de células positivas para cada
solamente, de cada paciente estudiado, paracaso y para cada AcM usado; en cada
descartar autofluorescencia. muestra se comprob6 que se cumplieran los
Las muestras se prepararon por el criterios de calidad requeridos para todos
método de marcaje de sangre completa y |os casos, entre los que estan: la pureza de
lisis de eritrocitos. El proceso se realiz6 a |a region de linfocitos, que fue mayor del
temperatura ambiente y en la oscuridad. Se 9o o el porcentaje de recuperacion de
utilizé el siguiente procedimiento que se |infocitos, también mayor del 90 %; vy
describe brevemente: en tubos Falcon definaimente se consideré que fueran
12 x 75 mm, se agregaron 1@ de 10S  5n5jizados como minimo 2 000 linfocitos.

dlferenth ACMs éje ambas ?asas En cada experimento se incluyé un sujeto
pomgrua ej y 10Q‘|2‘0 e_sar;gre tqta, S€ supuestamente normal, para verificar el
incubaron durante 20 min. Posteriormente o icte de los detectores y comprobar la

se agregaron 2 mL de solucion de lisis, se discriminacion adecuada de la fluores-
incubaron durante 10 min e inmediatamente
después se centrifugaron a 300 x g durante
7 min. Se retir6 el sobrenadante y el botén
de células se resuspendié en 2 mL de
solucién balanceada de fosfato salino con
formaldehido al 1 %, se centrifugd a 300 x g

durante 7 min y este lavado se repitié una de P e | | 4ol 100 d
vez mas en iguales condiciones. Los tubos € rearson entre los valores def conteo de

se guardaron en la oscuridad a baja §D3’ CD4y CD8, obtenidg con los ACMS
temperatura (4-8 °C) hasta su andlisis en el 9€ ambas casas comerciales, ademas se

citometro, que se realizé dentro de las calcularon los estadigrafos: media (X),
3 horas siguientes. desviacion estandar (DE) y coeficiente de

variacion (CV). Las medias para cada AcM
se compararon mediante la prueba de t de

ANALISIS EN EL CITOMETRO DE FLUJO Student para muestras pareadas.

cencia empleada.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se calculo el coeficiente de correlacion

Se utiliz6 un citbmetro de flujo modelo
Ortho Cytoron Absolute de la compariiaa RESULTADOS
Johnson & Johnson, equipado con un laser
de argoén (488 nm), el cual se preparé parael ~ Enlatabla 1l se muestrala comparacion
analisis de las muestras; se adquirieron de las medias para el porcentaje de células
10 000 eventos (células), conun minimode T aplicando la prueba t de Student en
2 000 linfocitos. Para el andlisis de los muestras pareadas, para las variables CD3,
resultados se determiné la pureza de la CD4, CD8 de ambas casas comerciales.
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TABLA 1. Mediia (X), desviacion estandar (DE), y coeficiente
de variacion (CV) en la determinacion de marcadores T
con anticuerpos monoclonales conjugados con
Isiotiocianato de fluoresceina

esenciales mas costosos en el inmuno-
fenotipaje. Un frasco de anti-CD3, CD4,
CD8-Fict, comercializado por DAKO AG

para 100 determinaciones, tienen una
cotizacién que oscila entre 300 y 400 USD,
cada uno. El Centro de Inmunologia

CD3 CD4 CD8
ior T3 Cd3 Dako ior T4 Cd4 Dako ior T8 Cd8 Dako

X 729 733 143 154 551 553 Molecular elaboré estos AcMs conjugados
g\E/ 1337 12,177 1836 1(1)%7*4 13125 12:25 con Fict, con el objetivo de comercializarlos
o ' 08633 0587 09372 para citometria de flujo, cuya cotizacion en

la actualidad es de $ 125 MN para el mercado
nacional. Nuestro trabajo se encaminé a
evaluar la calidad de éstos en cuanto a

En la tabla 2 se puede observar el porcentaje de reconocimiento, para una
coeficiente de correlacién lineal de Pearson inmediata sustitucion de los comerciales por

para cada uno de los AcMs emp|eados en los nacionales Yy garantizar el diagnc')stico
el estudio. de estas subpoblaciones linfoides a los

pacientes VIH/SIDA.

Los resultados presentados en las
tablas anteriores confirman la similitud en
cuanto a porcentaje de reconocimiento de
los AcMs-Fict de ambas casas comerciales.

n=61 (51 VIH + y 10 seronegativos supuestamente sanos).

TABLA 2. Coeficiente de correlacion de Pearson para los
AcMs comparados

AcMs r p

ior T3-Fict Dako anti gds 0,93 <0,001 Es de sefalar de forma significativa el
ior T4-Fict Dako anti Cd4 0,98 < 0,0001 H H P4
T8.Fict Dako ant Gd8 P <0001 resultado del coeficiente de variacion

obtenido para los 3 reactivos de produccion
nacional.

En ambas tablas se reflejan los Con este trabajo se ha demostrado la
resultados de pacientes y controles, calidad de los AcMs-Fict producidos en
independientemente de que el empleo de Cuba por el Centro de Inmunologia
estos ultimos fue dirigido fundamen- Molecular, por lo que se concluyé que se
talmente a garantizar el control de calidad pueden utilizar en el diagnostico y
de las mediciones realizadas en el citbmetro monitoreo de las subpoblaciones linfoides

de flujo. T CD4 + y CD8 +, con un ahorro
considerable al pais de moneda libremente
i convertible y que pueden utilizarse no sélo
DISCUSION para el caso de las personas infectadas por

el VIH, sino también en otras alteraciones
Los AcMs, para usar en citometria de en que se requiera una evaluacién del
flujo, constituyen unos de los reactivos estado inmunoldgico del paciente.

SUMMARY

In VIH infection, sequential assessment of CD3, CD4, and CD8 lymphocytes values,
provide information to stablishment of clinical status and prognosis of patients.
Availability of optimal reagents of national manufacture to use in flow cytometry,
means a saving without to affect quality. Diagnostic Laboratory of “Pedro Kouri”
Institute of Tropical Medicine (IPK) to correlates percentage of lymphocytes recognized
by conjugate monoclonal antibodies (MAB), produced by Center of Molecular
Immunology (CMI) (CIMAB S.A. Havana, Cuba) [ior T3, T4, and T8] versus
homologous of DAKO AG commercial firm (Denmark) in randomized patient’s samples
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in different diseases stage. Results of correlation coefficient to each MAB, using
single regression were as follow: CD3=0,932; CD4=0,986; CD8=0,958. This study
corroborates that conjugated MAB of ior serie (CIMAB S.A.), behaves as for

recognition percentage, in similar way to that of DAKO AG commercial firm, making

possible diagnosis and monitoring of HIV/AIDS Cuban patients.

Subject headingsFLOW CYTOMETRY; LABORATORY TECHNIQUES AND
PROCEDURES; HIV INFECTIONS.
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