
���������	
���

 
 
 

 
 

 

LYMPHOCLONAL-CTM 
Ref: CYT-LC-C 

 

 
 
 

USO PROPUESTO 
 
LYMPHOCLONALTM es un reactivo para inmunofluorescencia directa de cuatro colores de uso en citometría de flujo diseñado para la 
determinación en sangre periférica, médula ósea y otros fluidos corporales de las principales subpoblaciones de linfocitos entre las 
que se incluyen los linfocitos T totales (CD3+), los linfocitos B totales (CD19+), las células agresoras naturales (NK del inglés natural 
killer) (CD3-CD56+), las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (CD3+CD4+) y citotóxicos (CD3+CD8+), y las subpoblaciones de 
linfocitos B con inmunoglobulinas con cadenas ligeras kappa (CD19+ Igκ+) y lambda (CD19+ Igλ+). 
 
GENERALIDADES  
 
La Citometría de Flujo (CF) es una herramienta importante en la caracterización analítica y cuantitativa 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 citometría de flujo requiere suspensiones celulares que se incuban con anticuerpos marcados de forma fluorescente y que 
están dirigidos contra proteínas celulares específicas. 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 linfocitos humanos pueden clasificarse en tres poblaciones principales según su función biológica y su expresión de antígenos 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 poblaciones funcionalmente distintas, siendo las mejor definidas las 
células T cooperadoras (CD3+CD4+) y las células T citotóxicas (CD3+CD8+). Las células T no producen anticuerpos y son los 
mediadores de la inmunidad celular. Los linfocitos B son los productores de anticuerpos y los mediadores de la respuesta humoral 
particularmente efectiva contra toxinas, bacterias enteras y virus libres. Las células NK (CD3-CD56+) median la citotoxicidad contra 
ciertas células tumorales y células infectadas por virus. La citotoxicidad mediada por células NK no requiere que las moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase I o clase II estén presentes sobre la célula diana.  
LYMPHOCLONALTM reconoce los antígenos presentes en las distintas subpoblaciones de linfocitos CD3, CD19, CD56, CD4, CD8 y 
las cadenas ligeras kappa y lambda, y por tanto puede utilizarse en los estudios de caracterización inmunofenotípica de linfocitos. 
Estos estudios se utilizan habitualmente en la monitorización del estado inmunológico de pacientes después de un transplante y en la 
caracterización y el seguimiento de inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, leucemias etc (1,3). 
 
PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO 
 
La citometria de flujo (CF) es una técnica de análisis celular multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una 
suspensión de partículas, generalmente células, alineadas de una en una por delante de un haz de luz láser. La interacción de las 
células con el rayo de luz genera señales de dos tipos: la generada por la dispersión de la luz (FSC/SSC) y la relacionada con la 
emisión 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.  
Cuando se añade el reactivo a la muestra, los anticuerpos marcados con fluorocromos presentes en el reactivo se unen de forma 
específica a los antígenos frente a los que están dirigidos, permitiendo la detección por CF de las distintas subpoblaciones 
linfocitarias.  
La población de eritrocitos, que podría dificultar la detección de la población de interés, se elimina usando una solución lisante de 
hematíes previa a la adquisición de la muestra en el citómetro. Se recomienda la utilización de la solución lisante de eritrocitos 
QuicklysisTM (CYT-QL-1) que no requiere lavados posteriores ni contiene fijador y por tanto minimiza la manipulación de la muestra y 
evita la pérdida celular asociada al proceso de centrifugación (4, 5). 
El recuento de las subpoblaciones linfocitarias generalmente se expresa como número de células marcadas por microlitro (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 característico patrón de FSC/SSC (tamaño/granularidad o complejidad interna). Cada 
laboratorio debe fijar el procedimiento operativo más adecuado, adaptado a las características propias del modelo de citómetro a 
utilizar.  
 
COMPOSICIÓN DEL REACTIVO 
 
LYMPHOCLONAL-CTM se suministra en PBS con azida sódica al 0,1%. El reactivo contiene 

• Anticuerpo monoclonal CD8 marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), clon: UCH-T4, isotipo: IgG2a 
• Anticuerpo policlonal anti-cadenas ligeras lambda marcado con isocianato de fluoresceína (FITC) 
• Anticuerpo monoclonal CD56 marcado con R-ficoeritrina (PE), clon: C5.9, isotipo: IgG2b 
• Anticuerpo policlonal anti-cadenas ligeras kappa marcado con R-ficoeritrina (PE) 
• Anticuerpo monoclonal CD19 marcado con el tandem Ficoeritrina-Cianina 5 (PE-Cy5), clon: J4.119, isotipo: IgG1 
• Anticuerpo monoclonal CD4 marcado con el tandem Ficoeritrina-Cianina 5 (PE-Cy5), clon: 13B8.2, isotipo: IgG1 
• Anticuerpo monoclonal CD3 marcado con Ficoeritrina-Cianina 7 (PE-Cy7), clon: UCHT1, isotipo: IgG1 

 
 
 
Purificación: cromatografía de afinidad 
Cantidad suministrada por vial: 20 Test (25 µl de reactivo por 106 células) 
El reactivo no es considerado estéril.  
 
 
 



���������	
���

 
 
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO 
 
El anticuerpo es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta cuando se almacena a una temperatura de 2-8ºC. El 
reactivo no se debe congelar ni exponer a luz directa durante el almacenamiento o la incubación con las células. Mantener el vial seco. 
Una vez abierto, el vial debe ser almacenado en posición vertical para evitar posibles derrames. 
 
ADVERTENCIAS Y RECOMENDACIONES 
 
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 

invalidado para su utilización en diagnóstico in vitro.  
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 diferentes 
a las especificadas, tales condiciones deben ser validadas por el usuario.  

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. 

5. Contiene 0.1% de azida de sodio (CAS-Nr. 26628-22-8) como conservante, pero aún así se debe tener cuidado para evitar la 
contaminación bacteriana del reactivo puesto que en esas circunstancias podrían obtenerse resultados incorrectos.  

• La azida de sodio pura es tóxica si se ingiere (R22), en caso de ingestión, acudir inmediatamente al médico y mostrar 
esta información (S46).  

• Se debe usar ropa protectora adecuada (S36).  
• Al entrar en contacto con ácidos libera un gas tóxico (R32).  
• Los compuestos de azida deben desecharse con grandes cantidades de agua para evitar la formación de 

acumulaciones en cañerías de metal donde podrían darse las condiciones para una explosión.  
6. Todas las muestras biológicas y los materiales con los que estén en contacto deben considerarse como riesgos biológicos. Se 

recomienda su manipulación como sustancias capaces de transmitir infecciones(6) y desecharse con las precauciones 
reglamentarias establecidas para este tipo de productos. Se recomienda su manipulación con ropa y guantes protectores 
apropiados y su uso por personal suficientemente cualificado para las técnicas descritas. Evitar el contacto de las muestras con 
la piel y las membranas mucosas, en caso de contacto lavar inmediatamente con abundante agua.  

7. La utilización del reactivo usando tiempos de incubación o temperaturas diferentes a las recomendadas pueden provocar 
resultados erróneos. Cualquiera de estos cambios deben ser validados por el usuario. 

 
PROCEDIMIENTO 
 
Material suministrado 
LYMPHOCLONALTM suficiente para 20 determinaciones si se usan 25µl de reactivo por 106 células 
 
Material requerido pero no suministrado 
-Citómetro 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 muestras en el citómetro de flujo utilizado. Habitualmente se utilizan tubos con 
fondo redondo de 6 mL, 12x 75 mm. 
-Pipeta automática (100µL) y puntas. 
-Micropipeta con puntas. 
-Cronómetro 
-Agitador Vortex 
-Control isotípico negativo 
-Solución lisante QuicklysisTM 
-Tampón fosfato (PBS) con azida sódica al 0,1%. 
-Perfect-Count MicrospheresTM (CYT-PCM-50) para el cálculo de recuentos absolutos.  
 
Preparación 
El protocolo para procesar las muestras con LYMPHOCLONAL-CTM depende de la muestra a estudiar: 

• Las muestras de sangre deben obtenerse de forma aséptica por punción venosa (7, 8) en un tubo estéril de recolección de 
sangre que contenga un anticoagulante apropiado (se recomienda el uso de EDTA). El análisis requiere cien (100) µl de 
muestra de sangre entera por tubo, asumiendo un rango normal de 4-10 x 103 leucocitos por µl. Para muestras con recuento 
de leucocitos muy alto se recomienda diluir las muestras con PBS hasta obtener una concentración óptima aproximada de 
1x106  células/µl. Almacenar las muestras sanguíneas entre 18-22ºC hasta su procesamiento. Se recomienda procesar las 
muestras de sangre dentro de las 24 horas siguientes a su extracción. No deben utilizarse muestras hemolisadas o con 
agregados celulares en suspensión.  

• Las muestras de médula ósea deben pasarse 3 ó 4 veces a través 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 104 células/µl.  

• No es necesario diluir las muestras con recuentos de linfocitos bajos, como aspirados de aguja fina (PAAF) o líquido 
cefalorraquídeo.  

 
Las muestras de sangre periférica o médula ósea requieren un paso previo de lavado (paso 1) para eliminar las proteínas solubles en 
plasma. Este proceso de lavado no es necesario para las muestras de PAAF, ganglio o líquido cefalorraquídeo.  
1. Mezclar 100µl de la muestra de sangre periférica o médula ósea con 3 ml de PBS pH 7.4 en cada tubo, centrifugar a 300 x g 

durante 5 minutos, y a continuación aspirar el sobrenadante. Lavar de nuevo usando 3 ml de PBS, centrifugar a 300 x g durante 
5 minutos, aspirar el sobrenadante y resuspender el botón celular en un volumen final de 100-150µl.  

2. Mezclar 100µl de la muestra de sangre periférica o médula ósea con 25µl de LYMPHOCLONAL-CTM. En el caso de trabajar con 
otros fluidos corporales con pocas células como PAAF, líquido cefalorraquídeo, lavados broncoalveolares etc. mezclar 200µl de 
la muestra con 25µl de LYMPHOCLONAL-CTM.  
Para evaluar la unión inespecífica del anticuerpo puede prepararse un tubo control isotípico.  
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3. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.  
4. Añadir 2 ml de solución lisante de hematíes QuicklysisTM* e incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad.  
5. Adquirir directamente en el citómetro 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 temperatura ambiente 
(18-22ºC). La calibración del instrumento debe hacerse según las recomendaciones del fabricante del citómetro. Antes de 
adquirir las muestras, ajustar las condiciones de adquisición para minimizar el debris y asegurarse de que la población celular de 
interés se distingue apropiadamente. Es recomendable agitar suavemente el tubo antes de adquirir la muestra en el citómetro 
para reducir la agregación celular.  

*Nota: El empleo de otras soluciones de lisis diferentes puede requerir la eliminación de los hematíes lisados. En ese caso se debe 
seguir el protocolo recomendado por el fabricante de la solución de lisis empleada. 

 
Si se usa Perfect-Count MicrospheresTM para el cálculo de los recuentos absolutos, se debe mezclar el vial de Perfect-Count 
MicrospheresTM manualmente durante 30-40 segundos, inmediatamente antes de añadirse a la muestra. Usando la técnica del pipeteo 
reverso, añadir el mismo volumen de Perfect-Count MicrospheresTM  que de muestra (100µl si la muestra es sangre periférica o 
médula ósea y 200µl si es otro líquido corporal con recuento de linfocitos bajo).  
 
Análisis por CF 
Verificar que el citómetro está alineado correctamente y estandarizado para dispersión de luz (FSC/SSC en escala lineal) e intensidad 
de fluorescencia (FL1-FITC-, FL2-PE-, FL4-PECy5-, FL5-PECy7- en escala logarítmica), y que se ha fijado la compensación de color 
adecuada siguiendo las instrucciones del fabricante del citómetro.  
 
En el análisis de los ficheros LYMPHOCLONAL-CTM puede resultar complicado definir las ventanas y regiones de análisis, puesto que 
coexisten distintas poblaciones celulares en la misma fluorescencia. CYTOGNOS recomienda el uso del software de análisis 
inteligente CYTORAMA-LYMPHOCLONALTM que analiza los ficheros adquiridos de forma automática, identificando las distintas 
subpoblaciones e informando sobre los resultados cuantitativos. El programa, compatible con plataformas Apple y Windows, genera 
un informe de los resultados que puede imprimirse y exportarse a bases de datos. Para información sobre las ventajas de este 
software de análisis inteligente, contactar con CYTOGNOS o su distribuidor autorizado.  
 
El análisis manual de los ficheros LYMPHOCLONAL-CTM puede realizarse siguiendo las indicaciones que se detallan a continuación. 
Las gráficas de resultados que se incluyen corresponden a una muestra de sangre periférica de un individuo sano marcada con 
LYMPHOCLONAL-CTM.  

1. Figura nº 1: FSC frente a SSC, sin ventana de adquisición (no gate). Dibujar una región para seleccionar la zona linfoide de 
acuerdo a su característico bajo patrón de FSC/SSC. Esta región incluirá todos los linfocitos y algunos eventos contaminantes.  

 

 
 

2. Figura nº 2: FL5 (CD3-PECy7) frente a SSC, mostrar sólo los eventos de la zona linfoide definida como los eventos incluidos 
en la región R1. Trazar una región que incluya los linfocitos T (CD3+), que deben aparecer como un grupo compacto de 
células CD3+ y bajo SSC.  

3. Figura nº 3: FL1 (CD8-FITC + sIgλ-FITC) frente a FL3 (CD4-PE-Cy5 + CD19-PE-Cy5), mostrar sólo la población de linfocitos T 
definida anteriormente como combinación de zona linfoide y además CD3+ en la región R2. Fijar la región de cuadrantes para 
identificar las distintas subpoblaciones de linfocitos T: CD3+CD4+CD8- (en el cuadrante superior-izquierdo), CD3+CD4+CD8+ 
(en el cuadrante superior-derecho), CD3+CD4-CD8- (en la zona inferior-izquierda), CD3+CD4-CD8+ (en la zona inferior-
derecha).  
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4. Figura nº 4: FL3 (CD4-PE-Cy5 + CD19-PE-Cy5) frente a SSC, mostrar sólo la población de linfocitos que no sean T, definida 
como los eventos que se incluyen en la región R1 pero no en la R2. Una vez mostrados esos eventos, dibujar una región (R3) 
que incluya los linfocitos B (CD19+), que deben aparecer como un grupo compacto de células CD19+ y bajo SSC.  

5. Figura nº 5: FL1 (CD8-FITC + sIgλ-FITC ) frente a FL2 (CD56-PE + sIgκ-PE), mostrar sólo la población de linfocitos B definida 
como los eventos que se incluyen en la región linfoide, que no sean CD3+ y que sean CD19+(R3). Fijar la región de 
cuadrantes para identificar las distintas subpoblaciones de linfocitos B: CD19+sIgκ+ (en la zona superior-izquierda: UL), 
CD19+sIgλ+ (en la zona inferior-derecha: LR).  

 
 

6. Figura nº 6: FL2 (CD56-PE + sIgκ-PE) frente a SSC, mostrar sólo la población de linfocitos (G5) definida como los eventos que 
se incluyen en la región linfoide pero no son CD3+ ni son CD19+. Dibujar una región (R4) que incluya las células NK (CD3-
CD56+), que deben aparecer como un grupo compacto de células CD56+ y bajo SSC. 

7. Figura nº 7: FL1 (CD8-FITC + sIgλ-FITC ) frente a FL2 (CD56-PE + sIgκ-PE), mostrar sólo la región de células NK definida 
como los eventos que se incluyen en la región linfoide pero no son CD3+ ni son CD19+ pero son CD56+ en la región R4. Fijar 
la región de cuadrantes para identificar las distintas subpoblaciones de células NK: CD3-CD56+CD8- (en la zona superior-
izquierda: UL) y CD3-CD56+CD8+ (en la zona superior-derecha: UR). 

 
 

 
 

RESULTADOS 
 
El recuento de las distintas subpoblaciones de linfocitos puede expresarse como el porcentaje de las células marcadas respecto al 
total de linfocitos o leucocitos presentes en la muestra. El cálculo del porcentaje de linfocitos totales debe hacerse como la suma del 
porcentaje de linfocitos T más el porcentaje de linfocitos B más el porcentaje de células NK para evitar los contaminantes que se 
incluyen en la zona linfoide.  
El recuento de las subpoblaciones linfocitarias también puede expresarse como el número de células marcadas por microlitro 
(recuento absoluto). El recuento absoluto de cada una de las subpoblaciones linfocitarias puede calcularse por dos métodos: 

� El recuento absoluto por plataforma doble combina los resultados obtenidos en un contador hematológico y en el citómetro 
de flujo y se realiza siguiendo la siguiente fórmula: 
Recuento absoluto (células/µl)= Recuento de leucocitos (valor de células/µl del hemograma) x % de linfocitos x % de la 
subpoblación celular de interés ÷ 104.  

� El recuento absoluto por plataforma única es el método más recomendable en base a los resultados obtenidos por distintos 
laboratorios y estudios de calidad externa puesto que se reduce la variabilidad intra e inter laboratorio (9, 10). La metodología 
basada en microesferas de referencia consiste en que cantidades conocidas de microesferas fluorescentes se mezclan con 
un volumen conocido de muestra, que ha sido lisada sin lavados, de forma que las esferas se adquieren junto con las 
células. CYTOGNOS recomienda el uso de las esferas de referencia Perfect-Count MicrospheresTM (CYT_PCM-50) para el 
recuento absoluto de las subpoblaciones linfocitarias, siguiendo la siguiente fórmula:  

 

 Nº de células de la subpoblación de interés Nº de Perfect–Count Microspheres /µl 
Recuento absoluto (Cells/µl) =  ---------------------------------------------------------------------   X  (valor facilitado en la ficha técnica del 
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 Nº total de esferas Perfect-CountTM adquiridas reactivo) 
 
LIMITACIONES 
 
• Las muestras de sangre deben almacenarse a 18-22ºC y procesarse dentro de las 24 horas siguientes a su recolección.  
• Es recomendable adquirir en el citómetro las muestras teñidas lo antes posible para optimizar los resultados, en caso contrario 

podrían marcarse de forma inespecífica células no viables. La exposición prolongada a reactivos líticos puede producir la 
degradación de los leucocitos y la pérdida de células de la población de interés.  

• La presencia de glóbulos rojos nucleados y concentraciones anormales de proteína o hemoglobinopatías pueden dar lugar a la 
lisis incompleta de eritrocitos. Estas condiciones pueden dar lugar a recuentos celulares falsamente bajos puesto que los 
eritrocitos no lisados pueden ser contados como linfocitos.  

• Los resultados obtenidos por CF pueden ser erróneos si el láser del citómetro no está perfectamente alineado o las ventanas de 
análisis están colocadas de forma incorrecta.  

• Cada laboratorio debe establecer su propio rango de normalidad de las subpoblaciones linfocitarias 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 con EDTA como anticoagulante. El rendimiento del reactivo puede verse afectado por el uso de otros anticoagulantes.  

• Las muestras de algunos pacientes pueden resultar difíciles de analizar si existen alteraciones o números muy bajos de la 
población celular a estudio.  

• 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 
sanguíneos normales. En pacientes leucopénicos, la pérdida selectiva de subpoblaciones específicas pueden afectar a la 
exactitud de la determinación.  

• Es importante comprender el patrón normal de expresión de este antígeno y su relación con la expresión de otros antígenos 
relevantes con el fin de realizar un análisis adecuado (11-15) 

• Los estados patológicos no siempre se detectan por porcentajes anormales de ciertas poblaciones de leucocitos. Un individuo 
con una patología puede presentar los mismos porcentajes de leucocitos que un individuo sano. Por esta razón, es 
recomendable utilizar los resultados del ensayo en combinación con otros datos clínicos y de diagnóstico.  

 
 
CONTROL DE CALIDAD 
 
• Para obtener resultados óptimos se recomienda verificar la precisión de las pipetas y que el citómetro está correctamente 

calibrado.  
• Los fluorocromos isocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), proteína Ficoeritrina-Cianina 5 (PE-Cy5) y Ficoeritrina-

Cianina 7 (PE-Cy7) emiten a distintas longitudes de onda pero tienen cierto solapamiento espectral que debe corregirse mediante 
compensación electrónica si se emplean combinaciones de distintos AcMo conjugados con estos fluorocromos. Los niveles 
óptimos de compensación pueden establecerse mediante el análisis en un diagrama de puntos de células de individuos normales 
teñidas con AcMo mutuamente excluyentes conjugados con los fluorocromos a utilizar en el ensayo.  

• Para evaluar la unión inespecífica del anticuerpo puede prepararse un tubo de control isotópico.  
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GARANTÍA 
 
Este producto está garantizado sólo en cuanto a su conformidad con la cantidad y el contenido indicados en la etiqueta. No hay otras 
garantías más allá de lo indicado en la etiqueta del producto. La única responsabilidad de CYTOGNOS se limita a la sustitución del 
producto o el reembolso del precio de compra.  
 
 
 
 
FABRICADO POR 
CYTOGNOS SL 
Polígono La Serna, Nave 9 
37900 Santa Marta de Tormes 
Salamanca (España) 
Tel: + 34-923-125067 
Fax: + 34-923-125128 
Información sobre pedidos: admin@cytognos.com 
Información técnica: support@cytognos.com 
 
www.cytognos.com 
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