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(33-2A3/143-44/D3-9/HP2-6)

1. DESCRIPCIÓN DEL PRODUCTO 

Clon: 33-2A3, 143-44, D3-9, HP2-6

Isotipo: IgG2a de ratón, IgG1 de ratón, IgG1 de ratón, IgG2a de ratón

Aplicación probada: Citometría de flujo

Inmunógeno:

 El anticuerpo monoclonal anti-CD3 proviene de leucocitos humanos.

 El anticuerpo monoclonal anti-CD8 proviene de células T humanas.

 El anticuerpo monoclonal anti-CD45 proviene de células T de leucemia HPB-ALL.

 El anticuerpo monoclonal anti-CD4 proviene de células T de leucemia HPB-ALL.

Reactividad con especies: Humano

Instrucciones de almacenamiento: Conservar en la oscuridad a 2-8 °C.

Buffer de almacenamiento: Solución tampón acuosa con estabilizador de proteínas y 0.09% de 
acida sódica (NaN₃).
Uso recomendado: El anticuerpo CD3/CD8/CD45/CD4 de Immunostep es un anticuerpo 
monoclonal diseñado para la detección y enumeración simultánea de linfocitos. Apto para tinción 
por inmunofluorescencia directa en tejido humano mediante citometría de flujo, utilizando una 
prueba para 10⁶ células. Para un rendimiento óptimo, se recomienda su uso en combinación con 
tubos de recuento StepCount (ref. 1399991218) y solución de lisis RBCX10 (ref. RBCX10-50ML).

Presentación: Líquido

Fuente: Sobrenadante obtenido de un cultivo celular de hibridoma in vitro.

Purificación: Cromatografía de afinidad.

2. DETALLES DEL ANTÍGENO
CD3: Antígeno expresado en linfocitos T humanos. El anticuerpo monoclonal reacciona con el 
80-90% de los linfocitos T periféricos humanos y los timocitos medulares. No reacciona con 
células B, monocitos, granulocitos ni plaquetas

CD8: Antígeno expresado en linfocitos T humanos. El anticuerpo monoclonal reacciona con el 
20-30% de los linfocitos T periféricos humanos.

CD45: Antígeno también conocido como T200 o Antígeno Común de los Leucocitos. Se expresa 
en todas las células del linaje hematopoyético, pero no en células de otros linajes.

CD4: Antígeno expresado en linfocitos T periféricos humanos y en el 80% de los timocitos. 
También reacciona a un nivel bajo con monocitos y macrófagos humanos. No reacciona con 
células B, granulocitos ni trombocitos.

Please, refer to www.immunostep.com technical support for more information.

3. GARANTÍA 
Garantizado únicamente para cumplir con la cantidad y el contenido indicados en la etiqueta o en 
la documentación del producto en el momento de la entrega.

Immunostep no ofrece otras garantías y su única responsabilidad se limita a la reposición del 
producto o el reembolso del precio de compra.
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4. INSTRUCTCIONES DE USO

Dilución de la solución de lisis RBCX10

1. Diluir el concentrado RBCX10 1:10 con agua desionizada a temperatura ambiente (20-25 °C).
2. La solución preparada es estable durante 1 mes cuando se almacena en un recipiente de 

vidrio o polietileno de alta densidad (HDPE) a temperatura ambiente.

Realización de controles de calidad: De acuerdo con las directrices del College of 
American Pathologists (CAP) recomendamos realizar dos niveles de material líquido de 
control (control de proceso).

Los controles deben realizarse al menos una vez cada día que se efectúen pruebas en 
pacientes.

Utilice controles comerciales que proporcionen valores establecidos de porcentaje 
positivo y recuentos absolutos en cada ejecución para evaluar el rendimiento del sistema 
absoluto en cada ejecución para evaluar el rendimiento del sistema. Immunostep 
recomienda utilizar CD-Chex Plus (Streck) normal y CD4 Low como controles del proceso.

Para realizar el control de calidad: Mezcle a fondo el control CD-Chex Plus (Streck) 
apropiado, o control de proceso equivalente. Consulte la IFU del control para obtener 
instrucciones detalladas.

1. Teñir la muestra de control utilizando Immunostep's CD3/CD8/CD45/CD4 de 
Immunostep como se describe en la sección siguiente. La muestra de control debe 
procesarse como las muestras de pacientes para supervisar el rendimiento 
continuo de todo el proceso analítico proceso analítico completo.

2. Adquirir la muestra de control teñida en el citómetro de flujo.
3.  Inspeccione visualmente el gráfico de puntos CD45 frente a SSC. La población de 

linfocitos debe aparecer como un grupo brillante y compacto con baja SSC. Los 
monocitos y granulocitos también deben aparecer como grupos distintos. No 
continuar con el análisis si las poblaciones son difusas y hay poca o ninguna 
separación entre los grupos.

4. Compruebe que los resultados están dentro de los valores indicados en la hoja de 
valores del ensayo.

 Donde: 
X = número de eventos de células positivas
Y = número de eventos de microesferas
N = número de microesferas por test (se encuentra en el envase del tubo STEPCOUNT)     
V = volumen de muestra (50 µL)
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5. CONTROLES Y MATERIAL ADICIONAL

Controles recomendados

 Controles positivos: CD-Chex Plus (Streck) normal y CD4 Low.

 Controles negativos: Controles isotípicos y células no teñidas.

Material no incluido

 Tubos de recuento STEPCOUNT (ref. 1399991218)

 Solución de lisis RBCX10 (ref. RBCX10-50ML)

 Controles CD-Chex Plus (Streck) normal y CD4 Low

6. REFERENCIAS

Tinción de las células: Tenga cuidado de proteger los tubos de la luz directa. Realice el 
procedimiento a temperatura ambiente. Precauciones y condiciones de interferencia:

1. Para cada muestra de paciente, etiquete un tubo de 12 × 75 mm con el número de 
identificación de la muestra. Para recuentos absolutos, etiquete un tubo de recuento 
STEPCOUNT en lugar del tubo de 12 × 75 mm. de 12 × 75 mm. Nota: Antes de usar, 
verifique que el gránulo STEPCOUNT esté intacto y dentro del retenedor metálico en la 
parte inferior del tubo. de metal en el fondo del tubo. En caso contrario, deseche el tubo 
de recuento STEPCOUNT y sustitúyalo por otro.

2. Pipetear 20 µL de anticuerpo CD3/CD8/CD45/CD4 de Immunostep en el fondo del 
tubo. Nota: Si utiliza un tubo de recuento STEPCOUNT, pipetee el reactivo en el lateral del 
tubo, justo por encima del retenedor metálico del tubo, justo por encima del retenedor 
metálico, sin tocar el precipitado de microesferas.

3. Pipetear 50 µL de sangre total anticoagulada y bien mezclada en el fondo del tubo. 
Nota: Si se utiliza un tubo de recuento STEPCOUNT, se recomienda utilizar la técnica de 
pipeteo inverso para pipetear la muestra en el tubo; técnica de pipeteo inverso para 
pipetear la muestra en el lado del tubo justo por encima del metálico. Evite untar sangre 
en el lateral del tubo. Si queda sangre entera en el lado del tubo, no se teñirá con el 
reactivo y puede afectar a los resultados.

4. Tapar el tubo y agitar suavemente para mezclar.

5. Incubar durante 15-30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °C).

6. Añadir 450 µL de solución de lisis 1X RBCX10 al tubo. 
7. Tapar el tubo y agitar suavemente para mezclar.

8. Incubar durante 15-30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °C). La 
muestra ya está lista para ser analizada en el citómetro de flujo. Si las muestras no se van 
a analizar inmediatamente después de la tinción, guárdelas en la oscuridad a 
temperatura ambiente (20-25 °C).

Adquisición de las muestras:

1. Agite las células en un vórtex a baja velocidad. Es importante reducir la agregación 
antes de pasar las muestras por el citómetro de flujo. Nota: Si utiliza un cargador, agite 
los tubos inmediatamente antes de colocarlos en las gradillas del cargador.

2. Instale el tubo en el citómetro y adquiera la muestra. 

Antes de adquirir las muestras ajuste el umbral para minimizar los residuos y asegurarse 
de que las poblaciones de interés están incluidas de interés.

3. Analice los datos utilizando el software específico del citómetro. Consulte las 
instrucciones de uso del citómetro para obtener más información.

Resultados: Los resultados se informan como el porcentaje de células positivas por 
población de linfocitos o como el número de células positivas por microlitro de sangre 
(recuento absoluto).

Cálculo de recuentos absolutos: Durante el análisis, se puede determinar el número 
absoluto (células/µL) de células positivas en la muestra comparando los eventos 
celulares con los eventos de microesferas. Si se utiliza el software Immunostep, el 
software determinará los recuentos absolutos. Para el análisis manual de datos, el 
recuento absoluto de la población celular (A) puede calcularse mediante la siguiente 
ecuación:




