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Obtención de un conjugado anti IgG de ratón - FITC
mediante la tecnología IgY para uso como anticuerpo
secundario en la detección de antígenos
de superficie celular
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RESUMEN. Desde el año 1996, el Centro Europeo para la Validación de Métodos
Alternativos recomendó el uso de la IgY como sustituto de la IgG de mamíferos
con el objetivo de reducir al mínimo las situaciones de daño que se les causa a
los animales que se someten a la producción de anticuerpos (Acs). En 1999, la
tecnología IgY se aprobó por la Oficina Federal Veterinaria del gobierno suizo
como un método alternativo para sustentar el cuidado y bienestar de los anima-
les. Muchas de las publicaciones relacionadas con IgY demuestran las caracte-
rísticas desde el punto de vista bioquímico de esta inmunoglobulina que la hace
tomar ventajas sobre la IgG, entre las que refiere que los complejos inmunes
que contienen Acs aviares, no pueden interactuar con los receptores Fc o del
complemento sobre las células, por lo que el reemplazamiento de los Acs de
mamíferos por sus similares en gallinas pudieran evitar interferencias en mu-
chos ensayos diagnósticos. Este conocimiento ha sido la base objetiva de este
trabajo que consistió en la obtención de Acs IgY anti IgG de ratón con elevado
grado de pureza, los que fueron conjugados por unión covalente vía grupos amino
primarios libres al isotiocianato de fluoresceína (FITC). Estos conjugados mos-
traron poseer una razón molar FITC/proteína en intervalos reportados para un
buen desempeño. La dilución óptima de trabajo obtenida para ellos fue muy
adecuada y demostró su utilidad como Acs secundarios en el conteo de antígenos
de superficie celular linfocitario humano por sus resultados comparables con
los reactivos similares de origen mamífero ensayados en paralelo.

ABSTRACT. Since 1996, the European Centre for Validation of Alternative Meth-
ods recommended the use of IgY for substitution of mammalian IgG to mini-
mize harm situations in animal’s experimentation for the production of
polyclonal antibodies. In 1999, IgY technology was accepted by Federal Veteri-
narian Office of Suiss Government as an alternative method to support the care
and healthy status of animals. Many publications show that IgY takes advan-
tage over IgG to avoid interferences in several immunological assays for the
fact that immune complexes that contain avian antibodies do not bind Fc or
complement receptors on cells and IgY could replace a similar IgG. This knowl-

edge has been the basis of this work
that has consisted of the conjugation
of highly pure IgY anti mouse IgG with
FITC by covalent  junction via primary
free amino groups of immunoglobu-
lins. The conjugate obtained showed
a good molar ratio FITC/protein for a
recommended performance. The opti-
mal working dilution obtained for the
particular conjugate was rational dem-
onstrating to be useful as secondary
antibody in enumeration of human
cellular surface antigens. The cellular
enumeration was assayed simulta-
neously with similar reagents from
mammalian source  and results showed
no significative differences by statis-
tical analysis.

 INTRODUCCIÓN

Con la aparición de los anticuer-
pos (Acs) monoclonales a finales de
los setenta y su ulterior desarrollo en
las décadas siguientes, se produce
un mayor conocimiento de las carac-
terísticas moleculares y antigénicas
de las células. Asimismo, las técni-
cas de inmunofluorescencia que se
venían realizando con sueros poli-
clonales pasan a ser más específicas
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con el uso de los Acs monoclonales.
En la inmunofluorescencia directa,
por ejemplo, un Ac conjugado con
un fluorocromo se une directamen-
te a un antígeno celular y marca es-
pecíficamente a la célula portadora
de dicho antígeno. En la inmu-
nofluorescencia indirecta, un segun-
do Ac especie-específico, conjugado
con un fluorocromo, se une al primer
Ac previamente fijado sobre el
antígeno. Con esta técnica, general-
mente se obtiene una mayor intensi-
dad de fluorescencia, ya que al primer
Ac se le une más de un segundo,
produciendo un efecto de amplifi-
cación.

Se conoce que los receptores para
el dominio Fc de las inmunoglobuli-
nas suministran una importante
unión entre la respuesta humoral
específica y la parte celular del sis-
tema inmune. La unión de la IgG a
los receptores Fc puede producir diver-
sas respuestas biológicas (fagocitosis,
endocitosis, citotoxicidad celular de-
pendiente de Acs, liberación de media-
dores inflamatorios y el incremento de
la presentación de antígeno).

Herramientas poderosas para
definir y enumerar linfocitos, son la
Citomería de Flujo y la Microscopia
Fluorescente. Ambos sistemas utili-
zan Acs marcados con fluorocromos
como el isotiocianato de fluoresceína
(FITC) para la detección de antíge-
nos sobre las superficies celulares,
de forma tal que cuando el Ac reac-
ciona con el antígeno se forma un
complejo inmune.

 Los complejos inmunes que con-
tienen Acs de mamíferos pueden
interactuar con los receptores Fc o
del complemento sobre las células o
al mismo tiempo unirse a otras in-
munoglobulinas presentes en la
muestra problema, pudiendo causar
resultados erróneos en diversos en-
sayos para detectar sustancias de
interés diagnóstico en el suero o
plasma a investigar, así como en la
cuantificación o enumeración de ti-
pos celulares específicos. Esto ha
sido probado en diversos inmunoen-
sayos que contienen Acs de mamí-
feros.

 Para evitar uniones inespecíficas
a los receptores Fc de los linfocitos
ha sido preferible utilizar fragmen-
tos F (ab)2, obtenidos por digestión
con pepsina de estos Acs.

Dado al hecho de que los Acs de
yemas de huevos puestos por galli-
nas inmunizadas se han reconocido
como una excelente fuente de Acs
policlonales, se ha desarrollado en
las últimas décadas una explosión en
el desarrollo de proyectos de inves-

tigación para utilizar pollos como un
biomodelo apropiado en la produc-
ción de Acs policlonales (IgY) hacia
proteínas de mamíferos, para usar-
los en el campo del diagnóstico.1-4

Hasta la fecha, no solo se han utili-
zado pollos para la producción de
Acs policlonales aviares con fines
diagnósticos. También han sido uti-
lizadas codornices (Coturnix quail),5

así como Acs purificados de las ye-
mas de huevos de los patos peki-
neses blancos (Anas platyrhynchos)6

para estos propósitos, de manera que
se han podido demostrar las atracti-
vas ventajas que ofrecen estas inmu-
noglobulinas aviares aisladas de la
yema de sus huevos (denominadas
IgY) sobre los Acs IgG convenciona-
les obtenidos de fuentes de mamífe-
ros.

Una de estas ventajas la consti-
tuye la cualidad de que los comple-
jos inmunes que contienen Ac
aviares, por las características es-
tructurales que ellos poseen, no pue-
den interactuar con los receptores Fc
o del complemento sobre las células
por lo que el reemplazamiento de los
Acs de mamíferos por sus similares
en gallinas pudieran evitar estas
interferencias.7

Todo lo anteriormente descrito
ha sido la base del conocimiento para
proponer en este trabajo un proce-
dimiento de conjugación de Ac IgY
anti IgG de ratón con el fluorocromo
isotiocianato de fluoresceína, la ca-
racterización de este conjugado y su
uso como Ac secundario en la detec-
ción de antígenos de superficie ce-
lular.

MATERIALES Y MÉTODOS
Fuente de anticuerpos

Los Acs IgY anti IgG de ratón
procedieron del Laboratorio de An-
ticuerpos y Biomodelos Experimen-
tales, Santiago de Cuba. El grado de
pureza de estos Acs fue garantizado
por el proveedor para los fines de
conjugación, ya que estos se logra-
ron después de un proceso de puri-
ficación por inmunoafinidad.

Conjugación con isotiocianato de
fluoresceína

Se dializó toda la noche 1 mg del
Ac purificado contra regulador bicar-
bonato (17,3 g/L NaHCO3+ 8,6 g/L
Na2CO3) (Böheringer Mannhein, Ale-
mania). Se preparó 1 mg/mL de iso-
tiocianato de fluoresceína (isómero
FITC, Sigma F4274) en dimetilsul-
fóxido (DMSO) (Sigma), utilizando
un frasco de vidrio ámbar. Se adi-
cionó a la disolución del Ac, 50 µL
de este preparado de FITC. Esta

mezcla fue incubada en la oscuridad
toda la noche a 4 oC y paralelamente
se garantizó una lenta rotación. Pos-
teriormente, se sometió a una
diálisis en regulador fosfato salino
(PBS) por toda la noche a 4 oC para
remover los reactivos no conjuga-
dos.

Determinación de la razón molar
FITC/proteína (F/P)

La razón molar FITC/proteína
(F/P) se calculó sobre la base de la
medición de las absorbancias por
espectrofotometría a longitudes de
onda de 280 y 495 nm y mediante la
expresión siguiente:

Descripción de los métodos estándar
para la caracterización del conju-
gado FITC basado de Acs de origen
aviar

Primeramente, se aislaron linfo-
citos de sangre periférica de indivi-
duos normales y de los pacientes a
analizar. En todos los casos, se
preparon suspensiones celulares de
106 células/mL en 0,15 mol/L NaCl.

 Se mezcló suavemente la suspen-
sión celular y se adicionaron 100 µL
en tubos de ensayo Eppendorf de
500 µL (cantidad de tubos según nú-
mero de muestras a analizar, ya fue-
ra para determinar la dilución de tra-
bajo del conjugado o para realización
del conteo propiamente). Se adicio-
naron 10 µL de Ac monoclonal espe-
cífico (anti CD3 y CD4, IORTM de
CIMAB S.A., Ciudad de La Habana).
Se realizó una mezcla suave y se in-
cubó por 30 min a 4 oC . Posterior-
mente, se adicionaron 2 mL de una
disolución de NaCl 0,15 mol/L y des-
pués se centrifugó a 8 000 g por 10 min
a 4 oC . Se decantó el sobrenadante y
se repitió la operación dos veces en
disolución de NaCl 0,15 mol/L . Se
adicionaron 10 µL del conjugado
(Acs secundarios) - FITC de IgY de
gallina en diversas diluciones (en el
caso de la determinación de la dilución
óptima de trabajo) y en la dilución óp-
tima de trabajo, para la realización
del conteo propiamente. Se mezcló
suavemente y se incubó por 30 min a
4 oC en la oscuridad. Se adicionaron
2 mL de disolución 0,15 mol/L NaCl
y después, se centrifugó a 8 000 g por
10 min a 4 oC . Se mezcló el precipita-
do con 200 µL de una disolución de flu-
jo rápido (Fast Flow Solution, Becton
Dickinson) y formaldehído 1 %.

Se realizó la determinación de la
suspensión celular en un equipo
FACScan (Becton Dickinson, U.S.A.)

495
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495 OD0,31
OD
OD

3,1
P
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equipado con un láser de ión - argón
con enfriamiento de aire y emisión
a 488 nm conectado a una computa-
dora Power Machintosh 7300/200.
Los resultados se colectaron y se
analizaron mediante un programa
propio (Becton and Dickinson Cell
quest).

Los conteos celulares fueron
comparados utilizando conjugados
patrones de origen mamífero, tanto
monoclonales primarios (anti CD3 y
anti CD4), así como Ac secundario
anti IgG de ratón de una fuente co-
mercial (Sigma, U.S.A.).

Análisis estadístico

Se aplicó la prueba estadística no
paramétrica de Mann - Whitney para
analizar las diferencias en los resul-
tados que arrojaron los conteos de
poblaciones de linfocitos para cada
ensayo con tipo de Ac conjugado uti-
lizado para el marcaje. Se utilizó el
paquete de programas estadístico y
graficador profesional Graph Pad
Prism.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Análisis de las eficiencias de con-
jugación de Acs de pollo con isotio-
cianato de fluoresceína

La conjugación con FITC de los
Acs monoclonales y policlonales de
mamíferos es una labor de rutina y
se ha referido en muchos artículos8-12

y constituye un material reproducible
como procedimiento normalizado de
operación por muchos laboratorios
que se dedican a la producción de
Acs conjugados con diversos fluo-
rocromos. En la mayoría de estos
reportes, se ha puntualizado que una
razón molar FITC/proteína de los
Acs conjugados con FITC, entre 5 y
8, es ideal para usarlos como marca-
dores en FACScan para varios pro-
pósitos de análisis celular (Procedi-
miento Normalizado de Operación).
También se refiere esta razón con
una amplitud entre 3 y 10 como
predictiva de buen resultado de con-
jugación.9 En este trabajo, se reali-
zaron las mediciones de DO a 280 nm
y 495 nm mediante un procedimien-
to que permite la conjugación con
FITC de Acs a bajas concentraciones
(Tabla 1).10 Este reporte apunta como
ideal en el acoplamiento molar FITC/
proteína, un valor de alrededor de 5
en general. Aquí, la razón de acopla-
miento molar se encontró entre 5 y
7, valor que se corresponde con el
intervalo que se conoce. Se puede
concluir que la metodología de con-
jugación de la IgY con FITC es re-
producible en las condiciones utili-
zadas en el presente trabajo y los

indicadores obtenidos con el reac-
tivo logrado, lo hacen recomendable
para su empleo en propósitos prác-
ticos en la clínica en técnicas como
la Citometría de Flujo y en la Mi-
croscopia Fluorescente. Estos resul-
tados concuerdan con trabajos re-
cientemente publicados,11,12 en los
que se emplearon conjugaciones de
Acs IgY con FITC y aunque no des-
cribieron los indicadores de calidad
utilizados para su caracterización, sí
demostraron su utilidad como Ac se-
cundario en técnicas FACS (Fluo-
rescence Activated Cell Sorter).

Determinación de la dilución ópti-
ma de trabajo del conjugado IgY
anti-IgG de ratón-FITC por citome-
tría de flujo

La titulación de un conjugado
FITC es la primera labor que debe
realizarse para la recomendación de
uso en una dilución óptima de tra-
bajo. Esta debe desarrollarse con
cada reactivo sobre células para de-
terminar la concentración de tinción
óptima. Esto puede hacerse con el
auxilio de técnicas de Microscopia
Fluorescente o análisis por FACS.
Normalmente se selecciona el con-
jugado con el que se obtengan las
células positivas más brillantes y
que posea bajo fondo sobre las célu-
las negativas.

El análisis por FACS suministra
un método rápido y sensible para
determinar la eficiencia de acopla-
miento de los Acs con fluorocromos.
Este método analiza una población
de células en un tiempo muy corto,
de hasta 10 000 células por segun-
do,13 20  000 células por segundo14,15

o los equipos más modernos hasta
50 000 células por segundo16 como
promedio.

En este trabajo se discuten los re-
sultados de la conjugación de la IgY
con FITC.

En él se presenta la prueba de di-
ferentes diluciones del Ac secunda-
rio IgY-FITC para detectar Acs
monoclonales del tipo IgG de ratón
específicos contra antígenos de su-
perficie linfocitaria CD4+ utilizando
el sistema normalizado descrito en
Materiales y Métodos. Los resultados
permiten estimar las diluciones de
trabajo del conjugado en estudio
(Fig. 1).

El histograma de frecuencia es
una de las formas de análisis de resul-
tados que arroja el procesamiento de
muestras por FACS, este muestra la
fluorescencia relativa o las señales de
luz esparcida, estos datos se colectan
utilizando un amplificador loga-
rítmico de cuatro décadas y se grafica
el número de eventos en función de
los resultados del amplificador.

El análisis de la fluorescencia de
fondo en una muestra es factor im-
portante para la toma de decisión en
la selección y se toma como una pre-
misa básica que esta fluorescencia
de fondo (correspondiente a una
muestra no teñida) descienda en la
primera década de la escala loga-
rítmica y que cualquier tinción sea
específica o no, se mueva en creci-
miento en la escala logarítmica.
Después que esto se tiene estable-
cido se utilizan marcadores para de-
limitar esta región correspondien-
te a la fluorescencia de fondo, de
manera que en la muestra prueba,
donde se debe apreciar una distri-
bución bimodal (con un porcentaje
de células teñidas con el Ac fluo-
rocromo de interés y otros eventos
que muestran baja fluorescencia) se
pueda hacer incluso una compara-

Tabla 1. Densidades ópticas a 280 y 495 nm de diluciones 1 : 10
del conjugado IgY anti IgG de ratón para determinar la eficien-
cia de conjugación de los anticuerpos de yema de huevo de ga-
llina con isotiocianato de fluoresceína (FITC).

Cada densidad óptica se corresponde con diferentes conjugaciones
realizadas independientemente utilizando en cada caso 1 mg de
anticuerpos IgY de yema de huevo obtenidos del Laboratorio de
Anticuerpos y Biomodelos Experimentales, Santiago de Cuba.
F/P  (FITC/proteína).

.oN sacitpósedadisneD P/FnózaR

λ 082 λ 594

1 4891,0 3922,0 616,5

2 4171,0 2132,0 681,7

3 6381,0 1722,0 912,6

4 2391,0 3142,0 713,6

5 3071,0 7832,0 386,7

oidemorP 406,6
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ción visual para determinar la dilu-
ción de trabajo.

Se realizaron diversas diluciones
del conjugado obtenido (1 : 200; 1 : 100;
1 : 80; 1 : 40) para detectar Acs mo-
noclonales del tipo IgG murino con-
tra antígenos de superficie linfocitaria
CD4+ y mediante la medición por
FACS, se pudo hacer un análisis del
comportamiento de la fluorescencia
de fondo en cada dilución por me-
dio de los histogramas obtenidos
(Fig. 1). Esto permitió decidir tomar
la dilución 1 : 40 como óptima de tra-
bajo, pues con ella se logran deter-
minaciones  con menos probabilidad
de solapamiento entre eventos es-
pecíficos e inespecíficos, lo que
hace más confiables los resultados
de cuantificaciónasí obtenidos.
Esta constituyó la dilución de tra-
bajo para todos los posteriores en-
sayos realizados en este trabajo.
No se muestran los gráficos de las
demás diluciones probadas, por-
que el grado de solapamiento de
las distribuciones era tal que casi
las hacía indistinguibles, lo que a
su vez demostraba la impractica-
bilidad de trabajar a esas concen-
traciones.

La comparación del número de
linfocitos obtenidos por tres tipos di-
ferentes de conjugados FITC (Acs
monoclonales primarios marcados, y
Acs secundarios anti IgG de ratón de
conejo y pollo) usados en el experi-
mento, no arrojó diferencias signifi-
cativas entre los conjugados utiliza-
dos (Tabla 2). En todos los casos, los
conteos obtenidos del número de
células para individuos sanos, se co-
rrespondió con los intervalos que
han sido reportados.17

Es necesario precisar, que sobre
todo, los resultados del marcaje se-
cundario IgY - FITC, al resultar si-
milares a los del marcaje primario

para conteo de linfocitos humanos,
dan muestra de su calidad para es-
tos fines.

A pesar de que hoy día, la tenden-
cia para la realización de conteos ce-
lulares por FACS, es el uso de Acs
moleculares conjugados con diferen-
tes fluorocromos para marcaje si-
multáneo primario,11,13-15 entre otros
reportes, este método directo requie-
re de una amplia variedad de Acs
monoclonales conjugados. La tecno-
logía de producción de Acs monoclo-
nales de por sí es de elevado costo,
por lo que resulta privativa de paí-
ses de gran desarrollo. Si a esto se
une la necesidad de la conjugación
de cada uno de ellos, los costos se ele-
varían mucho más, por lo que esto,
junto con la calidad de los Acs secun-
darios IgY, que con frecuencia pue-
den decidir también sobre el límite
de detección de un antígeno, son una
razón de elección de estos últimos.

Los Acs IgY se obtienen y conju-
gan por métodos muy sencillos y con
grandes rendimientos, al mismo
tiempo que muestran raramente re-
acciones cruzadas.

Estos resultados son comparables
a los obtenidos también por Hommel
y cols.11 y Kritratanasak y cols.12

Cobra más importancia el uso de
estos Acs secundarios IgY si se tie-
ne en cuenta que las investigaciones
en el campo de la Inmunología son
muy importantes y al mismo tiempo,
muy costosas, dígase en la dilucida-
ción de algunos problemas actuales
por resolver como los estudios en los
cambios en la expresión de inmuno-
globulinas de superficie18 y otros
antígenos que se expresan en la su-
perficie de las células de importan-
cia en el sistema inmune, donde es
necesario para estos fines, la
Citometría de Flujo, conjuntamen-
te con Acs marcados. Estos estudios
permiten, además de precisar los ór-
ganos del sistema inmune donde se
producen estos cambios, el momen-
to preciso de su producción. Estas
investigaciones pudieran aportar
progresos de lo empírico a lo cada
vez más científico, como los esque-
mas de inmunización en diversos
modelos de experimentación para la
posible producción de Acs policlona-
les, entre otros.

 Por otro lado resultó de interés
realizar el conteo de linfocitos en
pacientes portadores de Síndrome
de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), utilizando el Ac secundario
IgY anti IgG de ratón - FITC en pa-
ralelo con el conteo realizado con el
método convencional con Acs
monoclonales primarios marcados.
Con este fin, fue necesario precisar
cómo se mueve el número de linfo-
citos en individuos sanos, así como
los criterios de selección para pa-
cientes con SIDA.

Los individuos sanos tienen
aproximadamente 1 000 linfocitos T
CD4+ por milímetro cúbico de san-
gre,13,17 en los pacientes SIDA, este
número decrece en promedio de 40 a
80 linfocitos T CD4+ por año. Con-
forme a esto, se analiza una clasifica-
ción secuencial de los pacientes des-
de la Reunión de Inmunología de
VIH (virus de la inmunodeficiencia
humana) e infecciones, llevada a cabo
en Londres en 1991, donde se revisó
el uso clínico del linfocito T CD4+
como un indicador de enfermedades
debido a este efecto linfopénico del
virus, visto solamente en SIDA.

Teniendo en cuenta estas reco-
mendaciones se tomaron muestras
de tres pacientes ya caracterizados,
cuyos conteos debían oscilar entre
las 200 y 500 células T CD4+ por mi-
límetro cúbico de sangre.

Los resultados demostraron la
gran comparabilidad en los conteos

Fig. 1. Histogramas FACS que muestran la distribución bimodal de la prueba de dos
diluciones de IgY anti IgG de ratón-FITC.
Diluciones del conjugado: A)  1 : 40; B) 1 : 80.
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Tabla 2. Valores promedios obtenidos
en el conteo por Citometría de Flujo de
subpoblaciones linfocitarias humanas
en muestras de individuos normales.

Utilización de conjugado FITC basado en:
D  Acs monoclonales de ratón como mar-

caje directo.
I  IgG de conejo como Ac secundario.
C  Ac IgY de yema de huevo de gallina

como Ac secundario.
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linfocitarios obtenidos en ambos ca-
sos (el uso de Acs monoclonales pri-
marios y los Acs IgY secundarios
marcados) (Tabla 3).

Estos resultados permiten afir-
mar que los conjugados FITC  basa-
dos en Acs IgY se pueden recomen-
dar no solo para evaluar el número
de linfocitos de sangre periférica en
individuos sanos, sino también, en
muestras de sangre de pacientes con
desórdenes inmunológicos que re-
quieran de este estudio como es el
caso de los que son portadores de
SIDA. Este resultado era de esperar
puesto que los antígenos de superfi-
cie celular no experimentan cambios
en su estructura en esta patología,
solo disminuyen en número, por lo
que los reactivos a los que se les de-
muestre su funcionalidad en mues-
tras de individuos normales es
extrapolable su uso para estudios de
conteo linfocitario en otras patolo-
gías, no solo SIDA, sino además,
otras como los linfomas y leucemias
donde también se comprometen las
poblaciones de estas células y su
conteo es de un gran valor para su
diagnóstico y seguimiento.

CONCLUSIONES

Los Acs IgY anti IgG de ratón
purificados resultan factibles para
conjugarse con fluorocromos como el
FITC por los métodos convenciona-
les establecidos, al igual que sus
homólogos en mamíferos. Asimismo,
resultan útiles como Acs secundarios
marcados para detectar Acs mono-
clonales específicos en técnicas de
Citometría de Flujo, por lo que cons-
tituyen una alternativa para el conteo
de poblaciones de linfocitos en mues-
tras de individuos sanos como en pa-
tologías donde es necesaria esta
cuantificación. A pesar de que la ten-
dencia actual para estos fines es el
uso de marcaje simultáneo con Acs
monoclonales primarios por la gran
operatividad y ahorro de tiempo y tra-
bajo, los Acs IgY, por presentar una
gran especificidad y sensibilidad y las
ventajas de su fácil obtención en
enormes cantidades a partir de las ye-
mas de huevo de las gallinas inmu-
nizadas no deben ser soslayados, so-
bre todo, cuando la adquisición de los
primeros se hace difícil por sus ele-
vados precios en el mercado, como
una herramienta universal en esos
procedimientos y para el estudio de
la expresión de antígenos celulares
específicos por Citometría de Flujo
en las investigaciones inmunoló-
gicas, así como para utilizarlos en
otras técnicas como la Microscopia
Fluorescente.

Los resultados hasta aquí ex-
puestos no son concluyentes para
proponer el uso en la clínica de es-
tos Acs de pollo para esos fines, pero
sí muy alentadores e  invitan a la rea-
lización de ensayos de terreno au-
mentando el número de muestras
para lograr razones convincentes des-
de el punto de vista estadístico que
justifiquen su práctica generalizada.
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Tabla 3. Resultados de los conteos del
número total de linfocitos CD4+ por mi-
límetro cúbico de sangre periférica en
muestras de tres pacientes dentro de un
grupo de clasificación de enfermos SIDA.

Conteo de linfocitos:  D)  utilizando el marcaje
directo con Acs monoclonales primarios;
I)  utilizando Ac secundario IgY anti IgG
de ratón conjugado con FITC.
Nótese que los conteos de linfocitos
CD4+ se encontraron dentro del inter-
valo esperado para ambos casos de
reactivos, según el grupo en que fue-
ron clasificados de los pacientes (200 a
500 linfocitos CD4+ por milímetro cúbi-
co de sangre periférica.
La diferencia entre ambos ensayos no
fue significativa según la prueba de
Mann - Whitney.
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