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DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Descripcion: El anticuerpo monoclonal anti-
CD3/CD8/CD45/CD4 deriva de leucocitos humanos (CD3), la
hibridacién de células de mieloma SP2 de ratén y células de
bazo de ratones BALB/c inmunizados con linfocitos T
humanos (CD8), células T de HPB-ALL leucémica (CD45 y
CD4).
Clones: 33-2A3, 143-44, D3/9 , HP2/6
HLDA: CD3 > 2" Talleres Internacionales sobre
Diferenciacién de Leucocitos Humanos

CD8 > 4t Talleres internacionales sobre
diferenciacion de leucocitos humanos, Cédigo WS 169

CD45 -> 6th Talleres Internacionales sobre
Diferenciacion de Leucocitos Humanos, Cédigo WS N-L103

CD4 - 4t Talleres Internacionales sobre Diferenciacion
de Leucocitos Humanos, Cédigo WS 116.
Isotipos: Mouse IgG2a, 1gG1, IgG1 and IgG2a kappa
Reactividad: Humano
Fuente: Sobrenadante procedente de un cultivo celular in
vitro de un hibridoma celular.
Purificacidon: Cromatografia de afinidad.
Composicion:  Anticuerpo monoclonal antihumano
CD3/CD8/CD45/CD4 de ratdn conjugado con un fluorocromo
y en una solucion acuosa que contiene proteina
estabilizadora y azida sédica al 0,09% (NaN3).

Reactivo Concentracion

Fluorocromo

suministrado (ng/ml)
FITC (Fluorescein isothiocyanate) 25 ugin 2 ml 12,50
PE (R-Phycoerythrin) 5ugin2ml 2,5
PerCP (Peltldln—cholophyll— 50 ugin2 mi 25
protein complex)
APC (Allophycocyanin) 10 ugin 2 ml 5

USO RECOMENDADO

El anticuerpo monoclonal CD3/CD8/CD45/CD4 de
Immunostep, clones 33-2A3, 143-44, D3/9 y HP2/6 es usado
para el diagndstico in vitro en la identificacion y
enumeracion de células de muestra de sangre periférica
humana que expresan CD3, CD8, CD45 y CD4 en su
superficie mediante citometria de flujo.
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RELEVANCIA CLiNICA

Los linfocitos supresores/citotoxicos son un subconjunto de
linfocitos T (CD3+) que son CD8+. Los porcentajes de linfocitos
T supresores/citotdxicos (CD3 + CD8 +) se pueden utilizar para
caracterizar y controlar algunas formas de inmunodeficiencia
y enfermedades autoinmunes.

El porcentaje de linfocitos supresores/citotdxicos puede estar
fuera del rango de referencia normal en algunas
enfermedades autoinmunes y en ciertas reacciones inmunes
como la enfermedad aguda de injerto contra huésped (EICH)
y el rechazo de trasplantes.

El porcentaje relativo del subconjunto CD8+ estd elevado en
muchos pacientes con inmunodeficiencias congénitas o
adquiridas, como la inmunodeficiencia combinada grave
(SCID)(6-9) y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA).

CD45 es fundamental para la activacion mediada por el
receptor de antigenos de células Ty B y es posible para la
activacion mediada por receptor en otros leucocitos.

Este reactivo puede ser utilizado en los estudios de
caracterizaciéon para inmunofenotipado de leucocitos, los
cuales son ampliamente aplicados en la caracterizacion y
seguimiento de  inmunodeficiencias, enfermedades
autoinmunes, leucemias, etc.

La deteccién de distintas isoformas puede distinguir entre
células T ingenuas y células T de memoria, lo cual es de interés
en pacientes con inmunodeficiencias y enfermedades
autoinmunes.

La identificacion de niveles anormales de linfocitos CD4+
puede ser de ayuda en el diagndstico y/o prondstico de
diversas enfermedades inmunitarias como la
agammaglobulinemia, la aplasia timica (sindrome de
DiGeorge), la inmunodeficiencia combinada grave y el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). La infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el agente
causante del SIDA, resulta en una profunda inmunosupresion
debido principalmente a una reduccidn selectiva de los
linfocitos CD4+ que expresan el receptor del virus (antigeno
CD4) . El progresivo deterioro clinico e inmunoldgico
generalmente corresponde a una disminucidn en el recuento
de linfocitos CD4+.

PRINCIPIOS DEL TEST.

El anticuerpo monoclonal anti-CD3/CD8/CD45/CD4 se une a
la superficie de las células que expresan el antigeno
CD3,CD8,CD45 y CDA4. Para identificar estas células se incuba
la muestra con el anticuerpo y se analiza en un Citémetro de
flujo.

CONDICIONES DE AMACENAMIENTO Y MANIPULACION
ADECUADOS.

Guardar en oscuridad, refrigerado entre 2 y 8 °C. NO
CONGELAR. El anticuerpo es estable hasta la fecha que
aparece en la etiqueta del vial si se almacena entre 22-82 C.
No usar después de esta fecha.

HT-3/8/45/4-1



Una vez abierto el vial el producto es estable durante un
periodo de 90 dias.

EVIDENCIAS DE DETERIORO.
Los reactivos no deben ser utilizados si se encuentra alguna

evidencia de deterioro. Para mas informacion, contacte con
nuestro servicio técnico tech@immunostep.com

La apariencia normal es la de un liquido semi-transparente e
inoloro. No deben aparecer precipitados ni presentar
turbidez. No debe presentar olor.

RECOMENDACIONES Y ADVERTENCIAS &

a) Los reactivos contienen azida sddica. Bajo
condiciones 4acidas, se transforma en acido
hidrazénico, un compuesto extremadamente
téxico. Los compuestos de azida deben ser
disueltos con agua corriente antes de ser
desechados. Se recomiendan estas condiciones
para evitar depdsitos en las tuberias, donde se
podrian desarrollar condiciones explosivas. Ficha
de datos de seguridad (FDS) disponible en la web
www.immunostep.com

b)  Evitar contaminacion microbiana del reactivo

c) Debe evitarse la exposicion a la luz. Use luz tenue
durante la manipulacién, incubacién con células y
antes del analisis

d) No pipetear con la boca

e) En el caso de contacto con la piel lavar con
abundante agua

f)  Las muestras deben tratarse de la misma manera
que aquellas que pudiesen transmitir infecciones.
Debe disponerse de los métodos apropiados para
su manejo

g) No usar después de la fecha de caducidad
establecida en el vial

h)  Desviaciones de los procedimientos
recomendados podrian invalidar los resultados de
los andlisis.

i) Sélo para uso profesional

j) Antes de adquirir las muestras se debe verificar
que el citometro de flujo estd calibrado y
compensado

RECOGIDA DE MUESTRAS.

La extraccidon de muestras de sangre venosa debe hacerse en
tubos de recoleccién de sangre usando el anticoagulante
apropiado (EDTA o heparina)*23. Para resultados éptimos, la
muestra debe ser procesada durante las 6 horas posteriores
a la extraccion. Las muestras que no puedan ser procesadas
en las 48 horas posteriores a la extraccion deben ser
descartadas.

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS.

. Controles isotipicos:

e . Immunostep
Fluorocromo Control isotipico .
referencia
FITC Raton 1gG2a ICIGG2AF-100UG
PE Raton IgG1 ICIGG1PE-50UG
PerCP Ratén 1gG1l ICIGG1PP-100UG
APC Ratdén I1gG2a ICIGG2AA-50UG
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. Tubos contadores STEPCOUNT (ref. 1399991218)

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

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

. Centrifuga

. Tubos de ensayo de 12 x 75 mm habituales para
citometria de flujo

. Micropipetas capaces de dispensar volumen de
entre 5 puly 2 ml

. Tubos de recoleccion de sangre con
anticoagulante

. Tampon de fosfato salino (PBS) con 0,09% de azida
sodica. Es recomendable afiadir BSA al 0,5%.

. Sistema de vacio

. Solucidn de lisis

. Citometro de flujo equipado con laser vy filtros
adecuados al fluorocromo

. Agitador Vortex

INSTRUCCIONES DE USO

Dilucidn de la solucién de lisis RBCX10

1. Diluir el concentrado RBCX10 1:10 con agua
desionizada a temperatura ambiente (20-25 °C).

2. La solucion preparada es estable durante 1 mes
cuando se almacena en un recipiente de vidrio o
polietileno de alta densidad (HDPE) a temperatura
ambiente.

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

Los controles deben realizarse al menos una vez cada
dia que se efectien pruebas en pacientes.

Utilice controles comerciales que proporcionen valores
establecidos de porcentaje positivo y recuentos
absolutos en cada ejecucién para evaluar el
rendimiento del sistema absoluto en cada ejecucién
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. Tefiir la muestra de control utilizando Immunostep's
CD3/CD8/CD45/CD4 de Immunostep como se describe
en la seccidn siguiente. La muestra de control debe
procesarse como las muestras de pacientes para
supervisar el rendimiento continuo de todo el proceso
analitico proceso analitico completo.

2. Adquirir la muestra de control tefiida en el citémetro
de flujo.

3. Inspeccione visualmente el grafico de puntos CD45
frente a SSC. La poblacién 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 analisis si
las poblaciones son difusas y hay poca o ninguna
separacion entre los grupos.

4. Compruebe que los resultados estan dentro de los
valores indicados en la hoja de valores del ensayo.
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Tincién 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 x
75 mm con el numero de identificacion de la muestra. Para
recuentos absolutos, etiquete un tubo de recuento
STEPCOUNT en lugar del tubo de 12 x 75 mm. de 12 x 75
mm. Nota: Antes de usar, verifigue que el granulo
STEPCOUNT esté intacto y dentro del retenedor metdlico en
la parte inferior del tubo. de metal en el fondo del tubo. En
caso contrario, deseche el tubo de recuento STEPCOUNT vy
sustitdyalo por otro.

2. Pipetear 20 pL 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 metalico del tubo, justo
por encima del retenedor metalico, sin tocar el precipitado
de microesferas.

3. Pipetear 50 pL 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 metalico. Evite untar sangre en el
lateral del tubo. Si queda sangre entera en el lado del tubo,
no se tefiird 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. Afiadir 450 pL de solucién 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 estd lista
para ser analizada en el citdmetro de flujo. Si las muestras no
se vana analizar inmediatamente después de la tincidn,
gudrdelas en la oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °
C).

Adquisicion de las muestras:

1. Agite las células en un vértex a baja velocidad. Es
importante reducir la agregacion antes de pasar las muestras
por el citdmetro 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 citdmetro y adquiera la muestra.
Antes de adquirir las muestras ajuste el umbral para
minimizar los residuos y asegurarse de que las poblaciones
de interés estdn incluidas de interés.

3. Analice los datos utilizando el software especifico del
citdmetro. Consulte las instrucciones de uso del citémetro
para obtener mas informacion.

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

ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Recoger la fluorescencia atribuida al anticuerpo monoclonal
CD3/CD8/CD45/CD4 y determinar el porcentaje de
células  marcadas.

Se debe wusar un control isotipico conjugado con el
mismo fluorocromo, del mismo tipo de cadena pesada
de inmunoglobulina y concentracién que el CD3/CD8/CD45/
CD4 para estimar y corregir la unidén no especifica de
los linfocitos (ver materiales requeridos pero no
suministrados), generar una regién de analisis para
eliminar el ruido de fondo de la fluorescencia e incluir las
células marcadas correctamente.

A continuacién se muestra un ejemplo de representacion
del marcaje en sangre periférica de un donante sano
siguiendo el protocolo descrito en el punto anterior.
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promedio de la poblacién de leucocitos CD3+, CD8+, CD45+ y CD4+ y su
complejidad interna (SSC) en una muestra de sangre periférica de un
donante sano.

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

Calculo de recuentos absolutos: Durante el andlisis, se
puede determinar el nimero absoluto (células/uL) de
células positivas en la muestra comparando los eventos
celulares con los eventos de microesferas.

Si se utiliza el software Immunostep, el software
determinard los recuentos absolutos. Para el andlisis
manual de datos, el recuento absoluto de la poblacién
celular (A) puede calcularse mediante la siguiente
ecuacioén:

A:X/YX N/V

Donde:

e X =numero de eventos de células positivas

e Y =numero de eventos de microesferas

e N =nUmero de microesferas por test (se encuentra
en el envase del tubo STEPCOUNT)

e V=volumen de muestra (50 pL)

Controles recomendados:

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

e Controles negativos: Controles isotipicos y células
no tefiidas.

Material no suministrado:

e STEPCOUNT tubos de recuento (ref. 1399991218)
® RBCX10 lysis solution (ref. RBCX10-50ML)
e CD-Chex Plus (STreck) normal and CD4 low



LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Laincubaciéon del anticuerpo con las células sin seguir
los procedimientos recomendados puede concluir con
una disminucién o pérdida de los determinantes
anti génicos de la superficie celular.

2. Los valores obtenidos de individuos normales pueden
variar entre distintos laboratorios, por tanto, se
recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
rangos de normalidad.

3. Las células anémalas o las lineas celulares pueden
mostrar una mayor densidad antigénica que las células
normales. Esto podria requerir, en algunos casos, el uso
de una mayor cantidad de anticuerpo monoclonal de la
que se indica en los procedimientos de preparacién de
la muestra.

4. En muestras de sangre completa, los eritrocitos
encontrados en muestras patoldgicas, al igual que las
células de la serie roja nucleadas (tanto de muestras
normales como patoldgicas), pueden ser resistentes a la
lisis. Se pueden necesitar tiempos mds largos de lisis de
eritrocitos para evitar la inclusiéon de las células no
lisadas en la regidn delimitada de los leucocitos.

5.  Las muestras de sangre no deberian refrigerarse por un
periodo excesivo (mas de 24 horas), ya que el nimero
de células viables ira disminuyendo con el tiempo,
pudiendo incluso interferir en el analisis.

Para obtener mejores resultados, deberia mantenerse
a temperatura ambiente minutos antes de la
incubacién con el anticuerpo monoclonal.

6.  Los resultados mas precisos con los procedimientos de
citometria de flujo dependen de un alineamiento y
calibracion correctos de los laseres, al igual que del
establecimiento de las regiones correctas.

VALORES DE REFERENCIA.

Resultados anormales en el porcentaje de células que
expresen el antigeno o en los niveles de expresion de
éste pueden ser debidos a estados patoldgicos.

Es recomendable conocer los patrones normales de
expresion del antigeno para poder hacer una
interpretaciéon adecuada de los resultados®®.

Los valores obtenidos de individuos sanos podrian variar

entre distintos laboratorios. Se recomienda que cada
laboratorio establezca sus propios rangos de normalidad.
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CARACTERISTICAS
ESPECIFICIDAD

Las muestras de sangre se obtuvieron de donantes normales
sanos de raza caucdsica y se marcaron con el anticuerpo
monoclonal Immunostep CD3 FITC.

Las células contenidas en las regiones de linfocitos,
monocitos y granulocitos se seleccionaron para el analisis.
Las muestras de sangre fueron procesadas por un método
de leucocitos, con tincion de inmunofluorescencia directa
para analisis de citometria de flujo.

Para evaluar la Especificidad del reactivo (reactividad
cruzada con otras poblaciones celulares), se estudiaron 10
muestras de sangre de donantes sanos, tefiidas con un
control de isotipo adecuado y el MAb a estudiar. Se evalud
el porcentaje de linfocitos, monocitos y granulocitos
marcados con el citado MAb.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Resumen CD3+

% linfocitos % monocitos % granulocitos
1 64,99 1,10 64
2 73,46 7,45 ,56
3 51,29 7,00 35
4 88,18 1,24 71
5 70,27 12,70 47
6 82,98 21 ,06
7 85,46 6,47 1,51
8 80,42 2,61 2,04
9 64,19 2,63 ,50
10 64,72 7,10 ,65
Total N 10 10 10|
Media 72,5960 4,8510 ,7490
Mediana 71,8650 4,5500 ,6000)
Minimo 51,29 21 ,06
Maximo 88,18 12,70 2,04

Desv.Tip. 11,68110 3,93365 ,5848

5

varianza 136,448 15,474 342
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Resumen (gate en linfocitos)

% Linf. % Linf.
% Linf. CD3+
5 CD3+/CD4+ CD3+/CD8+
1 64,99 58,89 22,25
2 73,46 39,57 24,72
3 51,29 30,97 14,73|
4 88,18 71,68 14,86
5 70,27 55,82 34,51
6 82,98 62,22 26,28
7 85,46 70,40 18,85
8 80,42 37,74 20,60
9 64,19 50,88 36,54
10 64,72 62,15 13,09
Total N 10 10 10
Media
72,5960 54,0320 22,6430
Mediana 71,8650 57,3550 21,4250
Minimo 51,29 30,97 13,09
. 88,18 71,68 36,54
Maximo
136,448 195,053 64,962
Varianza
11,68110 13,96613 8,05991
Desv. tip.

SENSIBILIDAD

La sensibilidad se evalud dentro de una concentracion de
glébulos blancos (WBC) de 0,2 x 103 a 20 x 103 WBC/ul y
una concentracion de linfocitos de 0,1 x 103 a 9,0 x 103
células y una concentracion de linfocitos/ ul de 0,1 x 103 a 9
x103 linfocitos/ pl. Se observé que los resultados eran
lineales dentro del rango CD3+ CD4+, el rango CD3+ CD8+y

el rango CD3+.

La sensibilidad de los anticuerpos monoclonales
Immunostep CD3 FITC/ CD8 PE/ CD45 PerCP/ CD4 APC se
comprobd en la escala de concentracidn de las células
tefiidas obtenidas. Los resultados muestran un excelente
nivel de correlacion entre los resultados obtenidos y los
esperados en funcion de la dilucién utilizada.

Determinar la consistencia del anticuerpo monoclonal
conjugado frente a pequefias variaciones (pero deliberadas).
proporciona una indicacién de su fiabilidad durante su uso

normal.
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Resumen de casos

muestra Dilucion % Esperados | % Obtenidos

1 400A + 0B 100,0 68,26 68,26

2 350A +508B 87,5 59,72 58,18

3 300A +100B 75,0 51,18 48,06

4 250A + 1508 62,5 42,65 38,98

5 200A +200B 50,0 34,12 29,46

6 150A +250B 37,5 25,59 24,18

7 100A +300B 25,0 17,06 15,51

8 50A + 350B 12,5 8,53 8,25

9 OA +400B ,0 ,00)

Total 9 9 9 8

Rcuadrado Error std. de

Modelo R R cuadrado ajustada estimacion
1 ,997(a ,994 ,993 1,177019

04/03/2022

a Predictors: (Constante), Obtenido

% Expected CD3+ cells

60,00

40,00

20,00

X T T T
000 2000 40,00 60,00

% Expected CD4+

50,00

60,00
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20,00

° R? Lineal = 0,981

0,00 T T
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% Obtained C D4+
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R? Lineal = 0,991

T T
10.00
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REPRODUCIBILITY

La reproducibilidad de los anticuerpos monoclonales conjugados con
CD3 FITC/CD8 PE y CD3 FITC/CD4 APC de Immunostep se determind
realizando 9 determinaciones repetidas de cada anticuerpo en cada
uno de los tres rangos de linfocitos, alto, medio y bajo.

Asi, se realizaron un total de 27 determinaciones para cada forma de
linfocitos. De esta manera, se demostro la reproducibilidad en todo el
rango de medicidn. Las 9 determinaciones para cada rango se
realizaron mediante marcado, procesamiento y andlisis de 9 muestras
separadas. Se seleccionaron linfocitos para el analisis del porcentaje de
células marcadas en cada uno de los tres rangos.

Para realizar este estudio se obtuvo sangre anticoagulada de un
donante normal que expresaba un alto, medio y bajo porcentaje de
linfocitos. El estudio se realiz6 en cada uno de los tres laboratorios
independientes, de manera que cada laboratorio obtuvo, marcé y
analizé muestras de sangre separadas.

Resumen CD3+

% Alto % Medio % Bajo
1 69,64 67,02 56,00
2 69,78 63,14 56,57
3 69,56 64,64 59,17
4 58,45 63,03 52,86
5 68,73 63,69 56,52
6 69,51 64,85 52,94
7 69,47 64,92 52,63
8 68,48 65,40 49,33
9 69,38 63,58 52,00
Total N 9 9 9
Reproducibilidad CD3+
% Alto % Medio % Bajo
N Valido 9 9 9
perdido 0 0 0
Meadia 68,1111 64,4744 54,2244
Mediana 69,4700 64,6400 52,9400
Moda 58,45 63,03° 49,33
Desv. Std. 3,64849 1,27407 3,02778
Varianza 13,311 1,623 9,167
Rango 11,33 3,99 9,84
Minimo 58,45 63,03 49,33
Maximo 69,78 67,02 59,17
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Reproducibilidad CD3+/CD4+
% Alto % Medio % Bajo

N Valido 9 9 9

Perdido 0 0 0
Media 55,6089 59,1933 58,6244
Mediana 55,4400 59,4900 59,7900
Moda 53,77 54,74 54,61
Desv. Std. 1,28043 2,54627|  2,26331
Varianza 1,640 6,484 5,123
Rango 3,35 7,43 5,87
Minimo 53,77 54,74 54,61
Maximo 57,12 62,17 60,48

Reproducibilidad CD3+/CD8+
% Alto % Medio % Bajo

N Valido 9 9 8

Perdido 0 0 1
Media 33,0311 37,3213
Mediana 33,3000{ 37,8750
Moda 25,48 40,00
Desv. Std. 4,62543| 3,66363
Varianza 21,395 13,422
Rango 12,27 9,57
Minimo 25,48 33,29
Maximo 37,75 42,86

GARANTIA

Los productos de Immunostep tienen garantia en cuanto a la
cantidad y el contenido indicado en la etiqueta del producto
en el momento de la entrega al cliente. Immunostep renuncia
a cualquier otra garantia. La responsabilidad de Immunostep
se limita al remplazo de los productos o el reembolso del

precio de compra.
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