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sisTEmA ACCUSPIN™
-HISTOPAQUE®-1077
(Numeros de procedimiento A 6929 / A 7054 / A 0561)

APLICACION

El sistema ACCUSPIN™-HISTOPAQUE®-1077 se
utiliza para el aislamiento de linfocitos y otras células
mononucleares. Los reactivos del sistema ACCUSPIN™-
HISTOPAQUE®-1077 estan disefiados para uso
diagndstico in vitro.

La separacién de linfocitos y otras células
mononucleares (MNC) de la sangre total y médula dsea
utilizando HISTOPAQUE®-1077, se basa en un método
descrito por primera vez por Boyum' en 1968. El medio de
separacion, HISTOPAQUE®-1077, es una solucién acuosa
de polisacarido de alto peso molecular y diatrizoato sddico,
un compuesto yodado no iénico, ajustado a una densidad
de 1,077 £ 0,001.

El tubo ACCUSPIN™ ha sido disefiado especialmente
con dos camaras separadas por una barrera de polietileno
poroso de alta densidad (“frit"). Puede afadirse sangre total
anticoagulada a la cdmara superior del tubo, sin riesgo de
que se mezcle con el HISTOPAQUE®-1077 en la camara
inferior, bajo el “frit”. Al centrifugar, la sangre total desciende
por el “frit” hasta entrar en contacto con el HISTOPAQUE®-
1077. Los elementos de mayor densidad desplazan un
volumen de HISTOPAQUE®-1077 por encima del “frit”,
proporcionando una clara separacion de los componentes
de la sangre. El agregado de eritrocitos y los granulocitos se
vuelven ligeramente hiperténicos, aumentando su indice de
sedimentacién y dando como resultado la formacién de
pellets en el fondo del tubo ACCUSPIN™. Los linfocitos y
otras células mononucleares, p.ej., los monocitos,
permanecen en la interfaz plasma-HISTOPAQUE®-1077.
Esta densa banda de células mononucleares puede
recogerse vertiendo el contenido de la camara superior o
mediante una pipeta. La barrera entre las cdmaras evita la
contaminacidn por eritrocitos.

Centrifuga | plasma
Sangre _|

= 1000 x g — MNC
NS A L
10 minutos | “frit”

wir L2224
— HISTOPLAQUE® ——
-1077

‘ . ‘ — Hematies

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

REACTIVO

SISTEMA ACCUSPIN™-HISTOPAQUE®-1077, NUmeros
de catalogo A 6929, A 7054 y A 0561

Un tubo de polipropileno esterilizado por radiacion,
equipado con una barrera de polietileno de alta densidad
(“frit”), llenado asépticamente con HISTOPAQUE®-1077.

HISTOPAQUE®-1077 contiene polisucrosa, 5,7 g/dl, y
diatrizoato sédico, 9,0 g/dl. Filtrado asépticamente.
Densidad 1,077 a 25 °C.
ALMACENAMIENTO 'Y ESTABILIDAD:

Almacenar en el frigorifico (2-8 °C). Proteger de la luz.
La etiqueta de la caja indica la fecha de caducidad.
DETERIORO:

Un aspecto turbio es indicativo del deterioro
del producto.

PREPARACION:

Los reactivos del sistema ACCUSPIN™.-
HISTOPAQUE®-1077 se presentan listos para su uso.
Calentar a 18-26 °C antes de su uso.

PRECAUCIONES:

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en
el manejo de reactivos de laboratorio. En caso de contacto con
sustancias de origen humano, tratar todos los reactivos y el
equipo como material biolégicamente peligroso. Deshacerse
de los desechos observando todas las normativas locales,
regionales y nacionales. Consultar la Hoja de datos de
seguridad del material para obtener cualquier informacion
actualizada sobre riesgos, peligros o seguridad.

Declaracion de riesgos y seguridad (EE.UU.)

Las  soluciones HISTOPAQUE®-1077-1 son
PERJUDICIALES. Pueden causar sensibilizacion por
inhalacién y contacto con la piel. Llevar ropa protectora
adecuada. Organo al que afecta: la sangre.

Declaracion de riesgos y seguridad (U.E.)

Las  soluciones  HISTOPAQUE®-1077-1 son
PERJUDICIALES. Pueden causar sensibilizaciéon por
inhalacion y contacto con la piel. No inhalar los vapores.
Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso de
accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

PROCEDIMIENTO

RECOGIDA DE LA MUESTRA:

Se recomienda que la recogida de la muestra se lleve a
cabo de acuerdo con las directrices del documento M29-A2
de la NCCLS. Ninguin método de prueba puede garantizar la
completa seguridad de que las muestras de sangre o tejido
no transmitan infecciones. Por lo tanto, todos los derivados
de la sangre o muestras de tejido deben considerarse
potencialmente infecciosos.

Puede utilizarse sangre total fresca desfibrinada o
anticoagulada (EDTA o heparina sin conservantes). Para
obtener éptimos resultados, la sangre debe procesarse
dentro de las 2 horas.

MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO

SUMINISTRADO:

Tubos de centrifuga para el lavado de las células

mononucleares

Solucién salina isotdnica tamponada con fosfato (PBS) o

solucién salina equilibrada

Centrifuga (rotor con cubeta oscilante) capaz de generar de

100 a 1000 x g, manteniendo una temperatura de
18-26 °C

NOTAS:

1. Pueden utilizarse de 3 a 6 ml de sangre prediluida con
el nimero de catélogo A 6929, o de 15 a 30 ml de
sangre prediluida con los nimeros de catalogo A 7054
y A 0561. La sangre puede diluirse directamente en la
camara superior del tubo del sistema ACCUSPIN™-
HISTOPAQUE®-1077. Esta dilucién es adecuada para
muestras con hematdcritos por encima de lo normal.

2. Laretirada de los excedentes de HISTOPAQUE®-1077
con la banda mononuclear aumenta la contaminacion
granulocitica procedente de granulocitos residuales que
pueden permanecer en la interfaz mononuclear (Tabla I).

3. La retirada de los excedentes de sobrenadante con la
banda mononuclear puede producir la contaminacién
por proteinas de plasma.

4. Eluso de volumenes de sangre prediluida o total que no
sean los recomendados puede disminuir la recogida.

5. Para retirar todas las plaquetas contaminantes, puede
realizarse un segundo centrifugado con un gradiente de
sucrosa del 4 al 20 % extendido en HISTOPAQUE®-
1077. El gradiente de sucrosa aislara satisfactoriamente
las plaquetas, mientras que las células mononucleares
penetraran en la capa de HISTOPAQUE®-1077.

6. Si el sistema ACCUSPIN-HISTOPAQUE®-1077 no se
lleva a temperatura ambiente, la recogida de las células
mononucleares puede verse limitada.

7. Durante el centrifugado puede producirse el
desplazamiento ocasional de un “frit”. Si esto ocurre, no
verter el contenido del tubo para recoger las células
mononucleares. Retirar con cuidado el “frit” con forceps
esterilizados, o bien hacer oscilar el “frit” con una pipeta
y recoger las células mononucleares.

8. En la seccion que trata sobre el procedimiento en este
prospecto se describe la separacion de células
mononucleares utilizando solucién salina tamponada
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con fosfato como diluyente y liquido de lavado. En
muchas circunstancias, se prefieren las soluciones de
sales equilibradas o el medio de cultivo de células, tal
como RPMI -1640 suplementado con suero fetal
bovino.

9. Se recomienda el uso de un paciente “normal” como
control para cada proceso.

NOMOGRAMA PARA DETERMINAR LAS
FUERZAS CENTRIFUGAS RELATIVAS:
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Puede utilizarse un nomograma para derivar la
configuraciéon de RPM de la centrifuga.

Cémo establecer las RPM necesarias para obtener
1000 u 800 x g en los procedimientos nimeros A 6929 /
A 7054 / A 0561.

1. Medir el radio (cm) desde el centro del eje de la
centrifuga hasta el final del portatubos. Marcar este
valor en la escala A.

2. Marcar la fuerza centrifuga relativa (p.ej., 1000 u 800)
en la escala B.

3. Con una regla, trazar una linea recta entre los puntos
de las columnas A y B, extendiéndola hasta intersectar
la columna C. La lectura de la columna C es la
configuraciéon de RPM de la centrifuga.

PROCEDIMIENTO:

1. Llevar el nimero deseado de tubos a temperatura
ambiente. Proteger de la luz. Si HISTOPAQUE®-1077
estd por encima del “frit” antes del uso, centrifugar a
1000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente.

2. Etiquetar los tubos.

3. \Verter libremente de 3,0 a 6,0 ml de sangre total
desfibrinada o anticoagulada en la cdmara superior de
cada tubo prellenado del sistema ACCUSPIN™-
HISTOPAQUE®-1077, nimero de catalogo A 6929.

O BIEN

Verter libremente de 15,0 a 30,0 ml de sangre total
desfibrinada o anticoagulada en la cdmara superior de
cada tubo prellenado del sistema ACCUSPIN™-
HISTOPAQUE®-1077, nimeros de catdlogo A 7054
o A 0561.

4. Centrifugar a 1000 x g, a 18-26 °C, durante 10 minutos.
O BIEN
Centrifugar a 800 x g, a 18-26 °C, durante 15 minutos.

5. Después del centrifugado, aspirar con cuidado, con una
pipeta de Pasteur, la capa de plasma hasta 0,5 cm de la
interfaz opaca que contiene las células mononucleares.
Desechar correctamente la capa de plasma.

6. Transferir con cuidado la banda mononuclear, con una
pipeta de Pasteur, a un tubo de centrifuga limpio.

7. Lavar la banda mononuclear afiadiendo 10 ml de PBS
isoténica o solucion salina equilibrada, y volver a
suspender las células mediante aspiracion suave con
una pipeta de Pasteur. Centrifugar a 250 x g, a
18-26 °C, durante 10 minutos.



8. Repetir el paso 7 dos veces, volviendo a suspender el
pellet en 5 ml de PBS isoténica.

9. Volver a suspender el pellet mononuclear en un medio
adecuado basado en la aplicacion para estas células.

CARACTERISTICAS DE
FUNCIONAMIENTO

Los eritrocitos y granulocitos deberan acumularse en el
fondo del tubo de ACCUSPIN™. Las células mononucleares
se colocaran en banda en zona entre HISTOPAQUE®-1077 y
el plasma.

La siguiente tabla indica los resultados del anélisis de la
banda de células mononucleares procedentes de muestras
de sangre humana sana, separadas en paralelo por el

sistema ACCUSPIN™-HISTOPAQUE®-1077 e
HISTOPAQUE®-1077.
TABLA I
SISTEMA ACCUSPIN™ -
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Media  +DE Media +DE

% Recuperacion’ 70,0 13,3 53,6 8,9
% de viabilidad? 98,0 1,1 95,0 2,7
% de linfocitos® 87,6 4,3 89,8 3,5
% de monocitos® 9,1 3,8 8,3 3,0
% de granulocitos® 3,0 2,7 2,3 1,8
% de eritrocitos® 5,0 2,0 5,0 2,0
% de plaquetas® <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Determinado mediante un hemacitémetro y recuento
diferencial de la tincién de Wright.

2. Determinado mediante la prueba de exclusiéon de
tincién con azul de tripan.

3. Determinado mediante recuento diferencial de la tincién
de Wright de la fraccion mononuclear.

Si los resultados observados varian de los esperados,
péngase en contacto con el Servicio Técnico de
Sigma-Aldrich.
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HISTOPAQUE es marca registrada de Sigma-Aldrich, Inc.,
St. Louis, MO EE.UU.

Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan
con la informacién contenida en ésta y otras publicaciones
de Sigma-Aldrich. ElI comprador debe determinar la
idoneidad de los productos para su uso particular. Es posible
que deban aplicarse términos y condiciones adicionales. En
el reverso de la factura o del albaran se incluyen los términos
adicionales y las condiciones de venta.
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