
IMUNOFENOTIPARE PRIN 
CITOMETRIE IN FLUX



Obiectiv:
Analiza populațiilor de limfocite din sângele periferic. 

1. Specificarea markerilor de interes

Imunofenotipare 


2. Alegerea anticorpilor/fluorocromilor


3. Pregatirea probelor




Reactivi și materiale
1. Sânge colectat pe anticoagulant (EDTA)

2. Anticorpi conjugați cu fluorocromi (CD45-PerCP, CD3-Pacific blue, …..)

3. Soluție de liză pentru eritrocite

4. Soluție de spălare

5. Cutii de vârfuri sterile pentru pipete automate

6. Tuburi de centrifugă (5 mL)


Echipament
1. Citometru în flux

2. Pipete automate 

3. Centrifugă



CD (cluster of differentiation)

Molecule de la suprafata leucocitelor, care permit identificarea 

subpopulatiilor 

±350 markeri


Markeri CD

CD45+CD3+CD4+

CD45+CD14+

CD45+CD3+CD8+

CD45+CD3-CD16+CD56+

CD45+CD3-CD19+



Protocol de lucru
1. Se pregătesc reactivii și materiale necesare.

2. Pentru fiecare probă de sânge se pregătesc două tuburi de 5 mL:

(1)control

(2)marcat

3. Se pipetează 20 uL din fiecare anticorp în tubul (2).

4. Se pipetează 100 uL de sânge în fiecare tub.

5. Se incubează 20 min, RT, la întuneric.

6. Se adăuga 2 mL soluție de liză în fiecare tub și se incubează 10 min, RT, 
la întuneric.

7. Se centrifughează 5 min, la 1500 rpm.

8. Se decantează supernatantul.

9. Se adaugă 2 mL soluție de spălare în fiecare tub.

10. Se centrifughează 5 min, la 1500 rpm.

11. Se decantează supernatantul.

12. Se adaugă 500 uL soluție de spălare în fiecare tub.

13. Se achiziționează fiecare tub cu ajutorul citometrului.

14. Se analizează datele.



CD45         CD3          CD4          CD8         CD19        CD16        CD56

Analiza populațiilor de limfocite din sângele periferic 



Anticorp conjugat cu fluorocrom



•  2 culori => determinarea a 4 populatii




Cum funcționează citometrul?

Analizează celulele în timp ce sunt  iluminate de o rază laser. 



Parametrii determinați



Celula trece prin dreptul undei laser


Semnalul luminos este convertit in 
semnal electric


Valoarea numerica(aria, inaltime, 
inaltimea, latimea peak-ului)


Valorile numerice sunt 
reprezentate grafic


Histograma finala


Evenimente/celule -> date



Flow cytometry

Analiza multiparametrica a unei singure celule, in cadrul unor 

populatii eterogene de celule

Ce este citometria in flux?

10.000 celule/secunda

30+ parametri



R1

R2


R3

Limfocite

Monocite

Neutrofile

Citometrie…



…in flux

Focusarea hidrodinamica rezulta intr-un flux unicelular



Diagnosticul leucemiilor acute

Imunofenotiparea leucemiilor/limfoamelor

Detectia bolii minime reziduale

Enumerarea de celule stem

Transplantul de organ

Determinarea autoanticorpilor

Monitorizarea progresiei infectiei cu HIV 

Diagnosticul imunodeficientelor

Aplicații clinice ale citometriei



Analiza datelor
Identificarea populațiilor de leucocite



Identificarea subpopulațiilor de limfocite



Identificarea subpopulațiilor de limfocite



Identificarea subpopulațiilor de limfocite T



Diagnosticul leucemiilor
1. Identificarea populației leucemice (X).

2. Descrierea fenotipului populației (X)

3. Interpretarea datelor corelată cu analiza anatomo-patologică.
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