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DISPOSICIÓN N° 9 ~ ())~)

BUENOSAIRES O 2 t\lQV 20 5

VISTO, el expediente nO1-47-5919/14-8 del Registro de la Administración

Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica y,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma LAB SYSTEMSS.A. solicita la

modificación del lugar del elaboración y la condición de conser¡ación del

producto. diagnóstico de uso "in Vitro" denominado LIMPHOGRAM y la baja de
. I

los productos denominados 1) CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PECY5; 4) CD19-

FITC/CD56-PE/CD3-PECY5; 3) CONTROLESISOTÍPICOS IgG 2aFITC} IgG1PE/

IgG2a PECY5;4) CONTROLESISOTÍPICOS FITC/PE/PECY5; 5) CLONJPATH y 7)

CD56-FITC/CD19-PE/CD3-PECY5, autorizados por Certificado N° 00384L

Que a fojas 51 consta el informe técnico producido por el slrVicio de

Productos para Diagnóstico que establecen que los productos rLnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N°

16.463, Y Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición NO2674/99. j
Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferid. s por los

Decretos N° 1490/92, 1886/14 Y 1368/15.

~ Por ello;
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EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 1°.- Autorizase a la firma LAB SYSTEMS S.A. la modifidación del

origen de elaboración y de la conservación del producto para diagnóstico de uso
!

In Vitro denominad~ LIMPHOGRAM que en lo sucesivo será elaboirados por

CYTOGNOS, S.L. POLIGONO LA SERNA, KM O, NAVE 9- 37900, SANTA MARTA DE
I

TORMES, SALAMANCA. (ESPAÑA) con una vida útil de VEINTICUATRO (24)

meses, desde la fecha de elaboración conservado entre 2 y 8 oc. 1
ARTÍCULO 2°.- Dése de baja a los productos autorizados mediante Ce I ificado N°

003841 denominados 1) CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PECY5; 2) CD19-FnC/CD56-

PE/CD3-PECY5; 3) CONTROLESISOTÍPICOS IgG 2aFITC/ IgG1PE/ IgGI2a PECY5;
I

4) CONTROLES ISOTÍPICOS FITC/PE/PECY5; 5) CLONALPATH y 7) CD56-

FITC/CD19-PE/CD3-PECY5, manteniéndose la vigencia del mismo.

ARTÍCULO 3°.- Acéptense los nuevos proyectos de rótulos y ranual de

Instrucciones a fojas 14 a 22 y 41 a 43. Desglosándose 20 a 22 y r' donde

deberán constar las modificaciones descriptas en el artículo 10 precedente.

ARTICULO 4°.- Practíquese la atestación correspondiente en el cetificado nO

003841 cuando el mismo se presente acompañado de la fotocopia auténticada de

la presente Disposición. l
ARTÍCULO 5°.- Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de I formación

i
Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas nobfíquese ai

~ interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposición
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92 '2
junto con la copia de los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones.

Cumplido, archívese.-

Expediente nO: 1-47-5919/14-8

Ing. ROGELIO LOPEZ
AClminiltr.dor Nacional

A.N.M .• ,';[\
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Ref: CYT-C001Q cytognos

USO PROPUESTO
LYMPHOGRAM" es un reactivo para inmunolluorescencia directa de tres colores de uso en citometría de flujo diseñado para la dete(minaciOn
en sangre periférica, médula 6sea y otros fluidos corporales de las principales subpoblaciones de linfocitos entre las que se indluyen los
linfocitos T totales (CD3+), los linfocitos 8 totales (C019+), las células agresoras naturales (NK del Inglés natural killer) (C03'C0s6+), y las
subpoblaclones de Iinfocijos T cooperadores (C03+CD4+) y cijot6xlcos (C03+C08+). !

GENERALIDADES !
La Cijometrfa de Aujo (CF) es una herramienta importante en la caracterizaci6n analmca y cuantijativa de células por su capacidad de ofrecer
información simultánea. rápida y cuantitativa de varios parámetros de cada una de las células que constituyen la muestra a analizar. La
cltometrfa de flujo requiere suspensiones celulares que se incuban con anticuerpos marcados de forma fluorescente y que están dirigidos
contra protefnas celulares especificas. El citómetro de flujo detecta las señales de fluorescencia del complejo antígeno-anticuerpo marcado
con el fluorocromo, de forma que la intensidad de fluorescencia de las células marcadas es proporcional a la cantidad de sitios antigénicos
presentes en la célula. !
Los Iinfoc~os humanos pueden clasmearse en tres poblaciones principales según su función biológica y su expresl6n de antfgenos de
superficie celular: linfocitos T, linfocitos B y células NK. Los linfocitos T (CD3+), cuyos precursores surgen de la médula ósea y después
migran y maduran en el timo, se subdividen además en pobfaciones funcionatmente distintas, siendo las mejor definidas las 'células T
cooperadoras (C03+C04+) y las células T citot6xicas (CD3+CDS+). Las células T no producen anticuerpos y son los mediadores de la
ínmunidad celular. Los linfocitos B son los productores de anticuerpos y los mediadores de la respuesta humoral particularmen~ efectiva
contra toxinas, bacterias enteras y virus libres. Las células NK (CD3-G056+) median la citotoxicidad contra ciertas células tumorales y células
infectadas por virus. La citotoxicidad mediada por células NK no raquiere que las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
clase I o clase 11estén presentes sobre la célula diana. I

LYMPHOGRAM" reconoce lOSantfgenos presentes en las distintas subpoblaciones de linfocitos C03, C019, C056, CD4 Y COS, Y por tanto
puede utilizarse en los estudios de caracterización inmunofenotfpica de linfocitos. Estos estudios se utilizan habitualmente en la monitorización
del estado inmunoiógico de pacientes de:wués de un transplante y en la caracterización y el seguimiento de inmunodefieíenclas,
enfermedades autoinmunes, leucemias etc (1 . !
PRtNCIPtOS DEL PROCEDtMIENTO
La citometria de flujo (CF) es una técnica de análisis celular multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una susPensión de
partrculas, generalmente células, alineadas de una en una por delante de un haz de luz láser. La interacción de las células con el r,ayo de luz
genera sañales de dos lipoS: la generada por la dispersión de la luz (FSClSSC) y la relacionada con la emisi6n de luz por los fluorocromos
presentes en la célula. Estas señales se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en señales digitales que se
procesan en el ordenador. I

Cuando se añade el reactivo a la muestra, los anticuerpos marcados con fluorocromos presentes en el reactivo se unen de forma e,pecffica a
los antígenos frente a los que están dirigidos, pennitiendo la detección por CF de las distintas subpoblaciones ilnfootarias. I
La población de eritrocitos, que podrfa dificuttar la detección de la población de interés. se elimina usando una solución lisante de hematres
previa a la adquisici6n de la muestra en al cit6metro. Sa recomienda la utlllzaci6n de la soIucl6n IIsante de eritroc~os Ouicklysis 1M (bYT .OL -1)
que no requiere lavados ~teriores ni contiene fijador y por tanto minimiza la manipulación de la muestra y evita la pérdida celular c1sociada al
proceso de centrifugación (4.5).

El recuento de las subpoblaclones Iinfocltarias generalmenta se expresa como número de células marcadas por mlcrolltro (recuento absoluto)
o como porcentaje de células marcadas respecto al total de linfocitos o leucocitos presentes en la muestra que a su vez puede determinarse
por CF en base a Su caracteristico patrón de FSC/SSC (tamaño/granularidad o complejidad intema). Cada laboratorio dabe fijar el
procedimiento operativo más adecuado, adaptado a las características propias del modelo de cit6metro a utifizar. I

I

COMPOSICiÓN DEL REACTIVO
LYMPHOGRAM" se suministra en PBS con azida Sódica al 0,1%. El reactivo contiene la siguiente mezcla de anticuerpos:

• Anticuerpo monoclonal coa marcado con Isocianato de fluorescelna (FITC), clan: UCH-T4, Isotlpo: IgG2a
• Anticuerpo monoclonal CD19 marcado con el isocianato de ftuoresceína (FITC), c1on: HD37, isotipo: IgG1
• Anticuerpo monoclonal C03 marcado con R-ficoeritrina (PE), clan: 33-2-A3, isotipo: IgG2a
• Anticuerpo monoclonal C056 marcado con R-ficoerltrlna (PE), clan: C5.9, lsotlpo: IgG2b
• Anticuerpo monoclonal C04 marcado con el tandem R.ficoeritrina'cianina 5 (PECyS), clan: 138S.2, isotipo: IgGl

Purificación: cromatografía de afinidad
Cantidad suministrada por vial: 1,25ml (50 determinaciones si se usan 25 jl! de reactivo por 10' células)
El reactivo no es considerado estéril.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO J
El reactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta cuando se almacena a una temperatura de 2-S'C. El re ctivo no se
debe congelar ni exponer a luz directa durante el almacenamiento o la incubación con las células. Mantener el vial seco. Una ve: abierto, el
vial debe ser almacenado en posición vertical para evitar posibles derrames. !
ADVERTENCIAS Y RECOMENDACIONES I
1. Para uso diagnóstico in vitro.
2. Este producto se presenta listo para su utilización. Si se altera mediante dilución o adición de otros componentes, queda inv~idado para

su utilización en diagnóstico in vitro. .1
3. El reactivo es estable durante el periodo de tiempo indicado en la fecha de caducidad cuando se almacena apropiadamente. No debe

utilizarse después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del producto. Si se almacena en condiciones difer~ntes a las
especificadas, tales condiciones deben ser validadas por el usuario. I

4. Alteraciones en la apariencia del producto, como la presencia de precipitados o cambios de color son indicativos de inestabilidad o
deterioro. En esas condiciones el reactivo no debe ser utilizado. ¡
Contiene 0.1% de azida de sodio (CAS-Nr. 26628.22-8) como conservante, pe aún se be te idado a evitar la
contaminación bacteriana del reactivo puesto que en esas circunstancias podrían Obt erse I

c. ALLARD I
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7.

• la azida de sodio pura es tóxica si se ingiere (R22), en caso de ingestión, acudir inmediatamente al médico y m rar esta
infonnación ($46). •• . .

• se debe usar ropa protectora adecuada (536).
• Al entrar en contacto con ácidos libera un gas tóxico (R32). . ,
• Los compuestos de azida deben desecharse con grandes canIIdades de agua para evitar la 'onnación de acumula¿iones en

cañerlas de metal donde podrian darse las condiciones para una explosión. I
Todas las muestras biológicas y los materiales con los que estén en contacto deben consideralse como riesgos biOlógicos. Se
recomienda su manipulación como sustanctas capaces de transmitir IntecciOnes (S) y desecharse con las precauciones reglarjlentarias
establecidas para este tipo de productos. se recomienda su manipulación con ropa y guantes protectores apropiados y sO uso por
personal suficientemente cualificado para las técnicas _as. EVitar el contecto de las muestras con la piel y las membranas
mucosas, en caso de contacto lavar inmediatamente con abundante agua. I
la utilización del reactivo usando tiempos de incubación o temperaturas diferentes a las recome_ pueden provocar msultados
erróneos. Cualquiera de estos cambios deben ser valldedos por el usuario.

PROCEDIMIENTO

Materlal suministrado
l YMPHOGRAM" suficiente para 50 detenninaciones si se usan 25J11de reactivo por 10s células

e. ALLARD
ECTORA TECN1CA

M.N.1493.b/9414
LAS SY$TEMS S.A

Malerlal requerido pero no suministrado 1
-Ci\ómetm de Flujo equipado con láser de Ion argón de 488 nm y el ordenador y software asociado. ,
-Tubos de ensayo adecuados para la adquiSición de las muesttas en el c1tómetro de flujo utilizado. Habitualmente se utilizan tubos on fondo
redondo de 6 ml, 12x 75 mm .
•Pipeta automática (100pl) y puntas.
-Microplpeta con puntas.
-Cronómetro
-Agitador Vortex
-COntrol isotlpico negativo
-Solución llsanle Quicklysis '"
-Tampón fosfato (PBS) con azida sódica al 0,1%.
-Perlect-COunt Mlcrospheres'" (CYT-PCM-SO) para el cálCUlo de recuentos abSolutos. . I

Preparación , I
El protocolo para procesar las muestras con l YMPHOGRAM" depende de la muestra a estudiar:

• Las muestras de sangre deben obtenerse de tonna aséptica por punción venosa (1.6) en un tubo estéril de recolección de sangre que
contenga un anticoagulante apropiado (se recomienda el uso de EDTA). El análisis requiere cien (100) ~I de muestra di. sangre
entera por tubo, asumiendo un rango nonnal de 4-10 x 1ri' leucocitos por J1I.Para muestras con recuento de leUCOCitosmLiYalto se
recomienda diluir las muestras con PBS hasta obtener una concentración óptima aproximada de 1x10' célulaslJ1l. AlmaCenar las
muestras sangulneas entre 18-22'C hasta su procesamiento. se recomienda procesar las muestras de sangre dentro de las 24
horas siguientes a su extracción. No deben utilizarse muestras hemolizadas o con agregados celulares en suspensión. I

• Las muestras de médula ósea deben pasarse 3 ó 4 veces a !revés de una jeringa para deshacer los agregados celulares., Realizar
un recuento de los leucocitos presentes en la muestra y diluirla con PBS para obtener una concentración aproximada de 1x 10'
célulaslJ1l.

se~mi:=:::U::rp:~:::re::::osm:ntocitOS bajos. como asprados de aguja fina (PAA~JcllíquidO

1. Mezclar 1~I de la muestra de sangre periférica o médula ósea con 25J11de l YMPHOGRAM". En el caso de trabajar con olros uidos
corporales con poc;jS células como PAAF, liquido celaJorraquldeo, lavados broncoalveolares etc, mezclar 2O~1 de la muestra n 25~1
de l YMPHOGRAM". 4
Para evaluar la unión lnespecíflca det anticuerpo puede prepararse un tubo controlisotípico.

2. Incubar 10 minutos a temperature ambiente en oscuridad.
3. Añadir 2 mi de solución Iisante de hematíes QuicklysiS - e incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambi te en

oscuridad.
4. Adquirir directamente en el cilómelrO de flujo dentro de las cuatro primeras horas de finalizar la preparación de la muestra.: Si las

muestras no se analizan inmediatamente después de la preparación, se deben almacenar en oscuridad a 2.8'C. la calibración del
inslrumento debe hacerse según las' recomendaciones del labricante del citómelro. Antes de adquirir las muestras, ajus!ar las
condiciones de adquisiclón para minimizar el dabrls y asegurarse de que la población celular de interés se distingue apropiadamenre. Es
recomendable agitar suavemente el tubo ames de adquirir la muestra en el cilómetro para reducir la egregación celular. t

'Nota: El empleo de otras soluciones de lisis diferentes puede requerir la eliminación de los hematles lisados. En ese caso se debe s . uir el
protocolo recomendado por el fabricante de la solución de liSis empleada

Si se usa Perlect-eount MiCrospheres'" para el cálculo de los recuentos absolutos, se debe mezclar el vial de Perlect.Count Micros here.'"
manuatmenle durante 30-40 segundos, inmediatamente antes de añadirse a la muestra Usando la léCnica del pipeleo reverso, Madir el
mismo volumen de Pertect-eount Microspheres'" que de muestra (IOOJ1lsi la muestra es sangre periférica o medula ósea y 2OO¡lIsI es otro
liquido corporal con recuento de linfocitos bajo). I
~~por~ I

Verificar que el cltómetro está alineado correctamente y estandarizado para diSpersión de luz (FSCISSC en escala lineal) e intén~dad de
fluorescencia (Fl1, Fl2, Fl3 Y Fl4 en escala Iogarilrnica), y que se ha fijado la compensación de color adecuada siguiendo las iostnlcciones
det._~__ I
En el análisis de los ficheros l YMPHOGRAM" puede resultar complicado dellnir las ventanas y regiones de análisis, puesto que cOexisten
distintas poblaciones celulares en la misma fluorescencia CYTOGNOS recomienda el uso det sottware INFINICVT. Para intormaciÓn sobre
las ventajas de este software de análisiS, contactar con CYTOGNOS o su distribuidor aut_. I
El análisis manual de los liCheros l YMPHOGRAM" puede realizarse siguiendo las indicaciones que se detallan a conllnuación. las bráfiCas
de resuttados que se incluyen corresponden a una muestra de sangre periférica de IndMduo sano man:ada con l YMPHOGRAM". j

1. Flllura n9 1: FSC frente a SSC, sin ventana de adquisición (no gate). Oibu una región 1 o A) para seleccionar la zona 11 oida de
acuerdo a su caracteristico bajo patrón de FSClSSC, Esta región incluirá los lint. alg event contaminantes. ,

pl2de6
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1. Gate: No gata

o

2. FllJUra n' 2: FU (COl9-FITC + C08-FlTC) !Tenle a A2 (COO.pE + C056-PE), mostrar sólo los eventos de la zona Iinfolde (Gl)
definida como los eventos Incluidos en la reglón Rl o A. Trazar una región (R2 O Bl que excluya los evento. que no exPresan los
marcadores contenidos en FL 1 YA2. I

3. FIgura n' 3: FU (COI9-FITC + C08-FITC) frente a A2 (C03-PE + C056-PE), mostrar sólo la población de linfocitos totales (G6)
definida como los eventos incluidos en la regi6n Rl y R2 (Rl ANO R2) o AB. Trazar una región (Aa o Cl que incluya la población de
finlocltos T (C03+l, una regi6n (R4 o O) que Incluya la pobIad6n de NK (C056+C03-), y una región (AS O E) que Incluya lalpoblacl6n
de finfocltos B (COI9+ ). Tomando como base estas regiones previamente definidas podemos definir la subpoblaciOn de Iintocltos T
totaJes como los eventos Incluidos en Rl ANO R2 ANO Aa O ABC, la SlJIlpobIacI6h de células NK totales como los eventos Incluidos
en Rl ANO R2 ANO R4 6 ABO, Y la subpolJlaciOn de linfocitos B como tos eventos Incluidos en Rl ANO R2 ANO R5 OABE.

2. Gate: Gl o Rl 3. Gate: G6 o Rl ANO R2 --lCIlI 0IIta UI'C:I;::u- VIIulII
T_••••
Gar:Ge
le:*&!E\IorU: 10000
y~oosa.coo-PE(\t;IO'

A!fl!! EoItftt "'o-d '"T_ X liDI'l Y W!lIn
R1 29M l00.D0 2Ul!l 22.55 2u.&I
R2 2ge8 1llOllO 2lUlll 22.5S 243.&4
R! 20lllS 57.14 1D.(IlI 21.51 '54,16
Rol lllI3 10.1. a.o3 11,(1\11~1I
ft5 llT9 22..72 4.79 SU'! 1..51

FiI:Aae01U(M-.'"~D*:l~

"""'--X f'IIm!ldIIr. COllkCXJBoRTC ~

4. FIgura n' 4: FLI (COI9-FITC + C08.FITC) frente a FL3 (C04-PECrS), mostrar sólo la pobIadOn de linlocltos T definida mo los
eventos incluidos en las regiones Rl R2 Y R3 (Rl ANO R2 ANO Aa) o ABC. Fijar la región de aJadrantes para Identificar las distintas
subpolJIaciones de linfocitos T: C03+C04+C08- (en la zona superlor-ízqulerda: ULl, C03+C04+C08+ (en la zona superlOC-derecha:
UR), C03+C04-G08- (en la zona interlor-izquierda: LL), C03+C04-G08+ (en la zona Inferiof-derecha: LR) .

•• Gate: T LYMPHOCVTES
o Rl ANO R2 ANO R3 •••••• _

a-l E'-* •. c..d •. rtAlx-...n 'r••••
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Tt*lr.l..-.cl
o.:- '-t.YWHOC"flES
'*f*n:1GODO

."~~(\CV

5. Fogura n' 5: FLI (COl9-FITC + C08-FlTC) frente a A2 (C03-PE + C056-PE), mostrar sólo la población de células NK definida como
los eventos incluidos en las regiones Rl R2 Y R4 (Rl ANO R2 ANO R4) o ABO. Ajar la región de aJadrantes paraldenUficar las
álStintas subpoblaciones de células NK: C03-G058+CD8- (en la zona superiof-ízqulerda: UL) y COO-G058+C08+ (en la zona'superíor.
dareclJa; UR), --LO;~lHIt:~ ••••--o.lr. NI{CEU.S
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RESULTADOS ~,
El recuento de las distintas subpoblaciones de linfocitos puede expresarse como el porcentaje de las célulás marcadas respecto a total de
linfocitos o leucocitos presentes en la muestra. El cálculo del porcentaje de linfocitos totales debe hacerse como los eventos incluidos en la
regiOn Rl y R2 (G6 o Rl ANO R2) OAB para evitar los eventos contaminantes que s incluyen en la zona Iinloide. I
El recuento de las subpoblaclones Iinfocltarlas también puede expresarse como e número de lulas marcadas .por mlcrolitro (recuento-.~."-~-~..__..~--~._~,- 1...



El recuento absoluto por platalonna doble combina los resultados obtenidos en un contador hematológlco y en el citómatrd de flujo y
se realiza siguiendo la siguiente fórmula: I
Recuento absoluto (células/¡JJ)= Recuento de leuccenos (valor de célulasll'l del hemograma) x % de linfOCitos x % de la sutipoblación
calularde interés + lO'. I
El recuento absoluto por plataforma única es el método más I9COmendable en base a los resultados obtenidos po' distintos
laboratorios y estudios de calidad externa pueslo que se reduce la variabilidad intra e Inter laboratorio (9. 10'. la metodologfa bas_
en microesferas de referencia consiste en que cantidades conocidas de microesferas fluorescentes se mezclan con un volumen
conocido de muestra, que ha sido Iisada sin lavados, de lonna que las esleras se adquieren junto con las células. Cv¡rOGNOS
recomienda el uso de las esferas de referencia Perlect-Gount Microspheres'" (CYT-PCM-50) para el recuento absoluto da las
subpob/aciones IinfocMrias, siguiendo la siguiente fónnula:

N' de células de la subpobJación de Interés N' de PerIecI-<:ount Mlcrospheres I~l
Recuento absoluto (CeIIs1~I) = ------------------ X (valor Iacililado en la ficha técnica del reactivo)

N' total de esleras Perlect-Count'" adquiridas

nden a muestras de sanare p riférica de adultos sanos con edades comprendidas entre los 18 y 60
SUBPQBLACH)NLlN~~A MEDIA VALOR MAXlMQ VALOR MINIMO
% de Iinlocnos T totales tCD3+) 16.6 88.68 50.87
% de linfOCitos T CD4+C08- 48.1 67.11. 24.43
% de linfocitos T CD4-CD8++ 23.7 53.64 12.16
0/0 de linfcenos T CD4-CD8-+ 4.0 7.48 1.42
% de linfocitos T C04+CD8+ 0.9 6.02 0.14
% de linfOCitos B totales rCD1!H-1 13.0 25.5 4.98

% de células NK totales (CD56+CD3-) 9.7 24.4 2.07

LIMITACIONES
• las muestras de sangre deben almacenarse a 18-22'C y proceSlllS8 dentro de las 24 hores siguientes a su I9COlección.
• Es recomendable adquirir en el cMmetro las muestras teflldas /o antes posible para optimizar los resultados, en caso cont . podrfan

marcarse de lonna lnespeclflca células no viables. la exposición prolongada a reactivos llticos puede producir la degradación de los
leucocltos y la pérdida de células de la población de interés. I

• la presencia de glóbulos rojos nuciaados y concantraciones anonnaJes de proteína o hemoglobinopatlas pueden dar lugar ~ la lisis
Incompleta de erilrocilos. Estas condiciones pueden dar lugar a recuentos celulares falsamente bajos puesto que los eritrocnos nb IIsados
pueden ser contados como linfocitos. I

• los resultados obtenidos por CF pueden ser erróneos si el láser del cit6metro no está pertectamente alineado o las ventanas d$ análisis
están colocadas de Ionna Inconecta. I

• Cada laboratorio debe esJablecer su propio rango de nonnalldad de las subpoblaciones lintocitarias en base a la técnica de preparación
de la muestra utilizada Los datos del rendimiento del reactivo han sido obtenidos con muestras de sangre entera recogidas cón EDTA
como anticoaguiante. El rendimiento del reactivo puede verse afectado por el uso de otros anlicoaguJames. I

• las muestras de algunos pacientes pueden resultar dWiciles de analizar si existen alteraciones o números muy bajos de la población
celular a estudio. ' I

• las muestras celulares resultantes de la separación por gradiente de densidad pueden no tener la misma concentración relativa que la
muestra de origen. las diferencias pueden ser relativamente Insignificantes en muestras de Individuos con recuentos sar?9uineos
nonnaJes. En pacientes leucopénicos, la pérdida selectiva de subpoblaclones especfflC8S pueden afectar a la exactnu~ de la
daterminaclón. . I

• Es importanle comprender el patrón nonnal de expresión de este entígeno y su relación con la expresión de otros anllgenos re evantes
con el fin de realizar un análisis adecuado (11-14)

• Los estados patológicos no siempre se detectan por porcentajes anonnales de ciertas pobIaclones de leucocnos. Un individuo cOn una
patología puede presentar los mismos porcentajes de leucocitos que un individuo sano. Por esta razón, es recomendable utiliZar los

. resuttados del ensayo en combinación con otros datos clínicos y de diagnóstico. 1
VALORES ESPERADQS
Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos nonnaJes de referencia para los recuentos de las subpoblaciones IInfOCitarias pu sto que
dichos Valores pueden estar influenciados por la edad, el sexo y la raza (''''7). Los rangos de normalidad obtenidos en CYTOONos se
muestran en la siguiente tabla con carácter meramente infonnativo. los resuftados se expresan como porcentaje de las *istintas
subpoblaciones Iinlocilarias respecto al total de li_s. Estos resultados se obtuvieron uti_ el programa de análisis CYTORAMA-
LYMPHOORAM" aflos.

ro~~~. I
• Para obtener resultados óptimos se recomienda verificar la precisión de las pipetas y que el cit6metro está correctamente calibrado.
• Los fluorocromos isoclanalo de IIuoresceína (FITC), fIcoerilrina (PE) y flCOerilrina-cianina 5 (PECy5) emnen a distintas Iongnudes de onda

pero llenen cierto solapamiento espectral que debe corregirse mediante compensación electrónica Si se emplean comblnacio1>es de
distintos AcMo conjugados con estos fluorocromos. Los niveles óptimos de compensación pueden estabIeoerse mediante el amílisis en
un diagrama de puntos de células de individuos normales teñidas con AcMo mutuamente excluyentes conjugados con los f1uorocromos a
utilizar en et ensayo.

• Para evaluar la unión Inespecllica del anticuerpo puede prepararse un tubo de control iSOtóplco.
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regresión obtenido se muestran en la siguiente tabla donde se comprueba que la reactividad obtenida por am~ métodos es suslém ialmente
equivalente en muestras de sangre periférica

%den~":IT % de linfocitos T % de IlnIocItos T %dell~~ % de células NK
_es Coo. C04+CIl&- ClJ4.CD8+ totaJes COJ8+ totales ICDs6+CD3-\

R" 0.98 0.99 0.99 0.99 0.90 I
Pendiente 0.95 10.95 1.10 1.00 0.82 I
Intersección 2.91 5.19 -0.96 0.61 1.05 !

R.~o 63.8 87.5 24.8 61.5 11.5 46.4 4.4-22.8 4.6 12.23
CCI 0.99 0.99 0.99 0.99 0.97-:

A.Ii.+

EspecfflCldad: 9 2 O ~ .•o~ .~-:"
El antfgeno C03 se encuentra en la superficie celular de Ilmocitos maduros y linfocitos T en sangre periférica. ~
El antlgeno CD4 se encuentra en una subpoblación de Iinlocttos T de sangre perilérica, en algunos tlmocttos y en células pato "
origen T. Los monocttos y macrófagos muestran expresión débil de C04. Los linlocttos B y granulocttos normales no expresan el no
CD4 en su superficie. ~I;RAtl~S
El antígeno C08 se encuentra en una subpoblación de lintocttos T de sangre perilérica, en el 60% de los tfmocitos y en células palol~1
Origen T. Los Ilnlocltos B normales, monocitos y granUlocilos no expresan el antfgeno CD8 en supertide. ¡.
El antfgeno G019 se encuentra en la superfICie celular de las células B normales y neopIásicas, está ausente en las células T, monocttos y
granulocitos. . . t
El antfgeno CD56 se encuentra en las células NK y en subpoblaciones de linlocltos T CD3+CD4+ y CD3+C08+. Los Ilntocitos B nnales,
monocttos y granulocttos no expresan el antlgeno C056 en su supertide.
Para evaluar la reactfvidad cruzada se realizó un estudio de los antfcuerpos que componen el reaclivo LYMPHOGRAM": C03, C ,C08,
C019, y CD56, en muestras de sangre perilérica de índMduos sanos. Los resultados demostraron que los anticuerpos 'se unen
específicamente a la población de línfocttos apropiada. . l'

Exacl/lud
Se compararon los porcentajes de las prlncipalas subpoblaciones linfocilarias obtenidos con LYMPHOGRAM" Y los obtenidos con las
combinaciones de anticuerpos C03-ATClClJ4.PElCD8-PECy5 y CD45-FrTC/C056-PElC019-PECy5JG03-APC Los resultados del abálisis de

análisis se muestran en la siguiente tabla: I
%dell~m:IT % de linfocitos T % de linfocitos T % de 1I~ltos.~ % d~ ;tUles NK I-l_es Coo. CD4+CIl&- ClJ4.CD8+ totales CDl9+ totales CD~CD3-

Media 75.92 44.45 25.82 11.76 11.22 I
OS j~';;';;'"a 2.35 2.07 1.19 1.23 0.99

C~~
,

anru 3.10 4.66 4.61 10.46 8.82

Repetltlvldad 1
Se estUdiaron 10 muestras dlstlnlas marcadas con 2 lotes diferentes LYMPHOORAM". Cada par de datos para Una misma muestra analizó
obteniendo la intensidad de fluorescencia media (IMF), la desviación estándar y el coeficiente de variación agrupado. los resUltlm05 del

,

Linealidad: J
Se realizaron diluciones de una muestra de sangre periférica para comprobar la escala de concentración de las células marcadas o anidas.
los resultados muestran un nivel de correlación apropiado de los resultados obtenidos con los esperados en base a la dilución efectua~a.

1=171 in fl7l. 1:171 (f7l
Fu...- J ~~ ... _ Fu._._tu ..._L~...."
.u:..::T::'- ~;....:amco..+ .f'DJ:':;~C08+ .LWlr~B~ ~:::JNK
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