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RESUMEN EN ESPANOL

INTRODUCCION: La estandarizacién en citometria de flujo esta destinada a mejorar la
reproducibilidad de los resultados entre distintos instrumentos y centros. Sin embargo, las
diferencias en las configuraciones Opticas entre los distintos fabricantes, asi como la falta de
protocolos estdndar, dificultan el proceso. La necesidad de obtener informacién objetiva y
reproducible en los que apoyar la toma de decisiones diagndsticas, es un requisito obligatorio
de cualquier prueba diagndstica, incluida la citometria de flujo. Algunos grupos cientificos
han propuesto modelos de estandarizacion, entre ellos el consorcio Euroflow que actualmente
es el mds usado en Latinoamérica y Perd para el estudio de Neoplasias hematoldgicas; sin
embargo, no existen protocolos para Novocyte Advanteon. OBJETIVOS: Desarrollar la
estandarizacién del citémetro Novocyte Advanteon para el anélisis automatizado de linfocitos,
utilizando la base de datos, en un laboratorio privado de Lima, 2021. MATERIALES Y
METODOS: Se evalta la estandarizacién de Novocyte Advanteon (Agilent, EEUU) tomando
como instrumento y lisante de referencia Facs Canto II y Facs Lysing respectivamente (BD
Biosciences, EEUU) Para esto se plante6 un protocolo de 3 etapas: Evaluacién y eleccién de
lisante (10 muestras de Sangre periférica, Obtencién de valores target (Rainbow Beads y 3
muestras de sangre periférica) y Evaluacién de la estandarizacién mediante la base de datos
(20 muestras de SP). RESULTADOS: En la evaluacién de lisantes se selecciond el lisante
Excellyse I por la mejor superposicion con el lisante e instrumento de referencia, sin pérdida
significativa de poblaciones celulares ni fluorescencia (p<0.05). Los valores Target obtenidos
basdndose en las Rainbow Beads (Spherotec, EEUU) fueron evaluados en el dltimo paso,
obteniéndose reconocimiento automdtico de las poblaciones >95% por la base de datos
automatizada en muestras de sangre periférica de donantes sanos, los porcentajes de las
poblaciones celulares entre Novocyte Advanteon y el instrumento de referencia mostraron
buena correlaciéon >0.96 con significancia estadistica (p<0.05). CONCLUSIONES: Los
resultados obtenidos demuestran que es posible la estandarizacién del citémetro Novocyte
Advanteon bajo el protocolo planteado para el andlisis automatizado de linfocitos mediante el
uso de la base de datos del Software Infinicyt 2.0 comparables a los obtenidos bajo las

recomendaciones del consorcio EuroFlow™,

PALABRAS CLAVE: Estandarizacién, lisantes, Base de datos, Inmunofenotipo, LST.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Standardization in flow cytometry is intended to improve the
reproducibility of results between different instruments and centers. However, differences in
optical configurations between manufacturers as well as the lack of standard protocols hinder
the process. The need to obtain objective and reproducible information to support diagnostic
decision making is a mandatory requirement for any diagnostic test including flow cytometry.
Some scientific groups have proposed standardization models among them the Euroflow
consortium which is currently the most used in Latin America and Peru for the study of
hematological neoplasms; however there are no protocols for Novocyte Advanteon.
OBJECTIVES: To develop the standardization of the Novocyte Advanteon cytometer for
automated lymphocyte analysis, using the database, in a private laboratory in Lima, 2021.
MATERIALS AND METHODS: The standardization of Novocyte Advanteon was
evaluated using Facs Canto II and Facs Lysing (BD Biosciences, USA) as the reference
instrument and lysing agent: Evaluation and choice of lysing agent (10 peripheral blood
samples, Obtaining target values (Rainbow Beads and 3 peripheral blood samples) and
Evaluation  of  standardization using the database (20 SP  samples).
RESULTS: In the evaluation of lysates, Excellyse I lysate was selected for the best overlap
with the reference lysate and instrument, without significant loss of cell populations or
fluorescence (p95% populations by the automated database in peripheral blood samples from
healthy donors, the percentages of cell populations between Novocyte Advanteon and the
reference instrument showed good correlation >0.96 with statistical significance (p<0.05).
CONCLUSIONS: The results obtained demonstrate that it is possible to standardize the
Novocyte Advanteon cytometer under the protocol proposed for automated lymphocyte
analysis using the Infinicyt 2.0 Software database comparable to those obtained under the

EuroFlow™ consortium recommendations.

KEY WORDS: Standardization, lysates, Database, Inmunophenotyping, LST.



CAPITULO I: INTRODUCCION



1.1 DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

Los citometros de flujo son instrumentos capaces de medir simultineamente
caracteristicas fisicas y quimicas de diversas particulas al pasar alineadas a través
de una fuente de luz a alta velocidad. Las diferencias en la configuracién optica,
detectores, escalas entre fabricantes y el uso de paneles a criterio de cada laboratorio
dificulta la obtencion de archivos comparables. Asimismo, al andlisis manual
convierte a la citometria en una practica dependiente de la experiencia y
conocimiento del usuario(1). Por esta razén, diversos grupos y consorcios
internacionales establecieron consensos para disminuir la variabilidad y
subjetividad en el andlisis, mediante el desarrollo de paneles y estrategias
estandarizadas que permiten el diagnéstico automatizado en menor tiempo y

siguiendo lineamientos de calidad.

La estandarizacion en citometria de flujo es un procedimiento compuesto por un
conjunto de pasos destinados a mejorar la reproducibilidad de los resultados en los
laboratorios durante un tiempo prolongado, entre diferentes instrumentos y centros

de distintas regiones geograficas.

El inmunofenotipo por citometria de flujo es parte de las estrategias diagndsticas
para el estudio, clasificacion y seguimiento de neoplasias hematoldgicas e
inmunodeficiencias. (2) Con el lanzamiento de nuevos citdmetros, paneles cada vez
mdas amplios y la aparicion de nuevas tecnologias, se ha conseguido un mejor
reconocimiento de los perfiles antigénicos que permite detectar, caracterizar y

clasificar células dentro de poblaciones heterogéneas.

Tanto en Latinoamérica y Peru, uno de los protocolos con mayor reconocimiento y
aplicacidn pertenece al consorcio EuroFlow™ (3); sin embargo, su implementacion
estd limitada a equipos e insumos de marcas especificas. En la actualidad, no existen
recomendaciones publicadas para el citometro Novocyte Advanteon (Angilent,
2019). La literatura reporta el intento de adecuacion para una version anterior
Novocyte 3005 (Angilent, 2014) (4), la cual no fue posible por condiciones
particulares de la version (voltajes fijos y detectores compartidos). En este estudio
se plantea realizar los ajustes pertinentes en el instrumento de estudio en base al

citometro Facs Canto II (BD Bioscience, San José, USA), para alcanzar condiciones



homdlogas y compatibilidad con la base de datos estandarizada Infinicyt™ version
2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) construida en base a protocolos

estandarizados.

La adaptacion de un instrumento de citometria de flujo, para protocolos de anélisis
de linfocitos partiendo de un procedimiento estandarizado requiere de: establecer
voltajes de los fotomultiplicadores utilizando perlas fluorescentes, eleccién de la

soluciodn lisante; evaluacién de la homologacién de datos y resultados.(5)

En diversas investigaciones, los grupos cientificos relacionados han presentado
diferentes propuestas, en algunas abarcan todo el proceso de andlisis, mientras otros

toman una parte como se detalla en los siguientes antecedentes.

Cornel et al. (2020). ©® Tuvo como objetivo investigar si los citémetros de flujo
Facs Canto II y LSR Fortessa (BD Bioscience, San José, USA) pueden ser
armonizados usando perlas de calibracion. Para ello se emplearon 4 instrumentos,
armonizados con perlas de calibracion y perlas de superficie marcadas
individualmente. Para evaluar la armonizacion se tifieron 5 muestras de controles
sanos y fueron analizados con ambos protocolos. Bajo el criterio de comparabilidad
<15% de variacion. Se observé que utilizando el protocolo de sincronizacién con
perlas de calibracién no cumplian el criterio establecido, sin embargo, bajo el
protocolo de perlas de coincidencia espectral, los criterios de comparacion fueron
exitosos. En conclusion, se demostr6 que ambos citometros pueden ser
armonizados tomando en cuenta las perlas de superficie tefiidas de un solo
fluorocromo que resulta en la disminucién de las desviaciones entre los

instrumentos.

Kalina T. (2020) © proporciona una descripcion general de cémo varios consorcios
abordaron la estandarizacion: EuroFlow™, The ONE study, Human Inmunology
Proyect Consortium (HIPC) y varios otros grupos; se sefialan los objetivos
particulares, herramientas adoptadas para alcanzarla y cémo evaluaron los
resultados, Finalmente concluye que la estandarizacién completa es importante no
solo para la reproducibilidad de las mediciones sino para la educacion, evaluacién

de calidad y el andlisis algoritmico de datos. Los diferentes enfoques estandarizados



pueden servir como herramientas de referencia de evaluacion comparativa para el

desarrollo de futuros estudios de citometria de flujo.

Novidkova M. et al. (2019) @ Describi6 las adaptaciones especificas necesarias en
la configuracién de instrumentos distintos a los utilizados por el grupo EuroFlow™,
para permitirles adquirir muestras procesadas bajo los protocolos estandarizados de
8 colores. Se observé que cuando los instrumentos difieren en rango dindmico
(escala) y filtros de emision, no basta con recalcular los valores objetivos a la escala,
ya que el ajuste de los voltajes PMT a un filtro de emisiéon y fluorocromo
determinados es esencial. Para esto se usaron beads tipo IIB (coincidencia
espectral) para configurar mediciones de fluorescencia estandarizada y
comparables en instrumentos de diferentes fabricantes como Facs Canto II, Navios
y MACSQuant. Se concluy6 que luego de los ajustes descritos las adquisiciones en
cualquiera de las plataformas podian superponerse, el enfoque propuesto se puede
usar para derivar valores Target para cualquier combinaciéon de fluorocromos
espectralmente distintos y cualquier filtro de emision distintos de cualquier nueva

plataforma de citometria de flujo.

De acuerdo con H. Glier et al. (2019) ") se examinaron las particularidades de la
estandarizacion EuroFlow™ en tres citometros de flujo diferentes Navios
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), BD Facs Canto Il y BD Facs Lyrics (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Para obtener intensidades de florescencias
medias similares (IFM) se ajustaron los voltajes de los fotomultiplicadores (PMT)
tomando como referencia la Rainbow Beads (Spherotec, USA). En cuanto al Facs
Lyrics se empled una caracteristica propia de estos equipos para compartir atributos
con la finalidad de colocar la poblacién positiva en la misma posicién entre los
diferentes equipos, esta herramienta es parte del médulo de Configuracién y
seguimiento de citometros (CS&T) que permiten la adquisicion normalizada de
paneles sin necesidad de hacerlo manualmente los voltajes PMT en cada equipo. Se
presentaron desafios para uniformizar FSC/SSC debido a que la coleccién en FSC
de Navios difiere ligeramente de Canto y Lyrics, luego de ajuste en base a linfocitos
y se observd que no siempre las poblaciones de mayor tamafio y complejidad
coinciden. Concluyendo que las modificaciones en la configuracion de estos

instrumentos como se detalla en los PNT de EuroFlow™ permite la estandarizacion



intra e interlaboratorio, aunque podria presentarse dificultades en FSC/SSC por

caracteristicas intrinsecas de cada citémetro de flujo.

Glier H. et al. (2019) ® La Sociedad Suiza de Citometria desarrollé un proyecto
educativo para testear los laboratorios que trabajan bajo los estdndares de
EuroFlow™;, con el objetivo de aumentar la reproducibilidad y comparabilidad
entre laboratorios suizos. Se realizaron 2 fases, fase de aprendizaje (Ronda 1) y fase
analitica (rondas 2 y 3). Participaron 10 laboratorios en total 6 Facs Canto II (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) y 4 Navios (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
cada laboratorio midié una muestra marcada con El tubo Screening para Linfoma
de EuroFlow™ (LST), aplicando los protocolos estandarizados, se tomo en cuenta
los valores de intensidad de fluorescencia media (MedFI) para marcadores
individuales y poblaciones. El coeficiente de variacién obtenido para 7 de 11
marcadores fue por debajo del 30%, en la dltima ronda del estudio el 89% de los
participantes obtuvo mas del 90% de medFi dentro de los criterios de aceptacion,
sin embargo, luego del anélisis centralizado se identificaron ciertas desviaciones de
los procedimientos estandarizados y problemas técnicos. Demostrando de esta
manera que la estandarizacién multiplataforma es factible y permite medFi

comparables si se sigue estricatemente protocolos estandarizados.

Flores-Montero J. (2019) @ Describié los métodos usados para la creacién y
validacion de una base de datos para el kit LST. El programa fue capaz de reconocer
el 99.2% (95.5-99.7%) de poblaciones en muestra sanas y 55.6% (rango 1%-98.7%)
de muestras patoldgicas que causaron alarma y requirieron la evaluacion de un
experto ya sea por desviaciones fenotipicas (62/82; 75.6%) y alteraciones
numéricas (71/82;86.6%), cabe destacar que para el 100% de los casos con SLPC
el programa evidencié alarmas numéricas. La correlacién entre el porcentaje de
eventos en alarma y el porcentaje real de células anormales presentes en la muestra
luego de la revision del experto fue de rho=0.76, p<0.001, asimismo se encontrod
buena correlacién entre la clasificacion y porcentaje de poblaciones normales en

automadtico y el por el método convencional basado en dos expertos independientes



fue (r?=0.96, p<0.001). Mientras que la correlacién entre las células anormales fue
de (1?=0.99, p<0.001). Concluyendo que la identificacién automatizada de
poblaciones celulares utilizando la base de datos EuroFlow™ LST mediante el
Software Infinicyt™ version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) proporciona
un herramienta innovadora, confiable y reproducible para el reconocimiento de
poblaciones linfocitaria normales y patolégicas como contribucién en la

estandarizacion de ensayos clinicos de citometria de flujo.

Van der Velden V. (2019) 19 desarrollé y probd los tubos liofilizados EuroFlow™
LST (LST OneFlow) y PIDOT (Cytognos SL), como parte de la estandarizacién
para reducir tiempo y errores operativos durante el procesamiento. Para lo cual
evalué 3 lotes de LST con muestras de sangre periférica, ganglio linfatico, y médula
Osea de donantes sanos en distintos centros. La comparacion entre los reactivos
liquidos y el tubo LST liofilizado fueron procesadas bajo protocolos de
EuroFlow™. Para el panel de PIDOT se evaluaron 25 muestras de donantes sanos.
En la evaluacién se observé que en los primeros lotes menor intensidad en
CD19PEcy7 y diferencias en la tincién de Inmunoglobulinas, por lo cual se
incremento el tiempo de incubacion a 30 min y los lavados pre-marcaje a 3. En el
lote 2 se observé mayor tincidon de fondo en Pecy7 y FITC y variaciones mayores
al 30% para CD56PE y smIgK PE, asi que para la siguiente prueba se disminuyo el
titulo de TCRgd-PEcy7 y smIgL FITC se observaron diferencias en FITC y PECy7
al analizar los graficos se superponen asi que no se considerd significativo y se
aceptd esta ultima version. En la comparacién entre formato liquido y seco la
mayoria coincidia excepto TCRg/d y smIgK que en el formato liofilizado fue mas
robusto. En la evaluacion de PIDOT se observdO mayor variacion en CD4
percpeyS.5 y TCRg/d, sin embargo, en el formato liofilizado hubo menos variacion
para CD4 percpcy5.5 y menor tincién de fondo. Por los cual se concluye que los
tubos secos presentan caracteristicas similares a los reactivos liquidos y pueden
mejorar la eficiencia del laboratorio como la calidad de los datos
inmunofenotipicos. Los tubos secos otorgan mayor reproducibilidad en la tincién
(CV<20%), lo que nos da mayor sensibilidad para detectar los pequeiios cambios

de niveles de expresion que son de utilidad clinica para el diagndstico.



L. Lhermitte (2018) D propuso la orientacién automatizada guiada por una base
de datos supervisada por expertos para el diagndstico y clasificacion de leucemias
agudas, utilizando el tubo screening de leucemia aguda (ALOT). Para ello se cre6
una base de datos de referencia con 656 muestras tipicas de Leucemia Aguda (145
LLA-T, 377 LLA-B, 134 LMA), procesadas y analizadas mediante protocolos
estandarizados. Se evaluaron 783 casos utilizando gréficos basados en andlisis de
componentes principales (PCA) y algoritmos de clasificacién automatizados para
la comparacion directa de células individuales con la base de datos. Dependiendo
de los resultados guiados por la base de datos, los pacientes se clasificaron como:
(i) T, B o mieloides tipicos (ii) Con un componente de transicion a otro linaje; (iii)
atipico, (iv) linaje mixto. Los resultados que se obtuvieron fueron comparables con
el diagndstico final de la OMS en mayor al 93% de los casos, incluso, cuando la
informacion de los marcadores en el panel era incompleta. Los resultados mostraron
que el andlisis guiado por base de datos facilita la interpretacion estandarizada de
los resultados ALOT y permite una seleccion precisa de los paneles clasificacion
relevantes, lo que proporciona una base solida para disefiar futuras clasificaciones

de Leucemia Aguda de la OMS.

Solly et al. (2013) ' Tomando en cuenta la armonizacién de instrumentos de una
determinada marca en un contexto de escasa informacién sobre comparaciones mas
amplias y diversidad de instrumentos, tuvo como objetivo la armonizacién del
citometro Navios (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), con Canto II (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) basando sus experimentos en dos fases. Iniciaron
con el ajuste de voltajes de PMT en el instrumento de referencia Canto II, que
utilizaron para establecer los valores objetivos en el instrumento de préactica Navios,
con lo cual obtuvieron buena correlaciéon con Rainbow beads a excepcién de los
picos 1y 2. Luego se usaron leucocitos marcados para la evaluacion en 5 diferentes
centros. Usando las comparaciones de Bland y Altman para las medianas de
fluorescencia se demostr6 que usando Rainbow Beads o polimorfonucleares
tefiidos con CD16 ofrecen resultados altamente superponibles. Concluyendo que
con estos estudios en dos fases demuestra ser un método viable que permite una

sOlida armonizacién. (12). Este estudio proporciona métodos para el ajuste de



voltajes entre citometros de diferentes fabricantes para obtener resultados

reproducibles superando el inconveniente de las escalas y software.

Kalina et al. (2012) @ plante6 la introduccién de la citometria de 8 colores, tuvo
como objetivo la innovacion y estandarizacion de inmunofenotipificacion para el
diagnéstico y clasificacion de neoplasias hematoldgicas. Esto requiri6 la seleccion
de combinaciones Optimas de fluorocromos compatibles con el citémetro y
evaluacion de procedimientos operativos estdndar (SOP) adecuados para la
configuracidon de instrumentos, compensacion de fluorescencias y preparacion de
muestras. Tras 6 afios de experimentos colaborativos con diversos centros,
concluyo en altos niveles de reproducibilidad basados en la implementacion de los
SOP de EuroFlow™ y paneles de anticuerpos, esto produjo datos comparables
capaces de ser integrados en una sola base de datos. EuroFlow™ proporcioné por
primera vez protocolos de laboratorio y herramientas de Software para la
inmunofenotipificacion por citometria de flujo de 8 colores completamente
estandarizada Este estudio aporta el concepto de procedimientos operativos
estandarizados y la importancia de los mismos en los procesos de citometria de
flujo, base fundamental para la adaptacién de todo protocolo de trabajo basado en

calidad.

Por lo anteriormente expuesto, en este proyecto se plantea la pregunta:

(Cudl serd la estandarizacion del citometro Novocyte Advanteon para el estudio
automatizado de linfocitos empleando la base de datos, en un laboratorio privado

de lima, 20217



1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La necesidad de obtener informacién objetiva y reproducible en los que apoyar la
toma de decisiones diagndsticas, es un requisito obligatorio de cualquier prueba
incluida la citometria de flujo (5), por ello se requiere adoptar protocolos estandar
para el marcaje, adquisiciéon y andlisis de datos, siendo necesario implementar
procesos estandarizados que permitan resultados comparables, reduzcan la

variabilidad subjetividad en el estudio y optimicen los recursos del laboratorio.

A pesar de que a nivel mundial se ha reportado consensos y estrategias para llevar
a cabo el estudio por citometria de flujo, la mayoria de las sociedades cientificas
sOlo abarcan una parte del procedimiento, algunos grupos han logrado establecer y
promover condiciones que involucren la estandarizacién de todo el proceso como
el grupo Euroflow. Dentro de Latinoamérica muchos laboratorios ya trabajan bajo
las recomendaciones EuroFlow™, con 6ptimos resultados. Todos con el mismo
objetivo de lograr niveles de sensibilidad, patrones de expresion uniformes y

porcentajes similares.

A nivel nacional existen laboratorios que cuentan con diversas plataformas
analiticas por citometria de flujo, siendo la importancia de la investigacion brindar
evidencias del proceso de marcaje y andlisis de acuerdo con recomendaciones
estandarizadas para la evaluacion automatizada de linfocitos. De esta manera, al
emplear equipos e insumos de diferentes marcas, se alcanzan resultados
comparables y semejantes. Se considera el presente proyecto como una primera
iniciativa en la implementacién de protocolos estandarizados para este tipo de
citémetros sumado al uso de base de datos, impactard en mejorar la reproducibilidad
intra e inter-laboratorio durante periodos prolongados, asi mismo reducir la
variabilidad y subjetividad en el estudio, estandarizando los procesos que faciliten

la emision de reportes confiables, de calidad y en menor tiempo.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Ohbjetivo general
Desarrollar la estandarizacién del citometro Novocyte Advanteon para el
analisis automatizado de linfocitos, utilizando la base de datos, en un laboratorio

privado de Lima, 2021.

1.3.2 Objetivos especificos

° Evaluar los lisantes y seleccionar el mas adecuado en la estandarizacion del
citometro Novocyte Advanteon para el andlisis automatizado de linfocitos, en un

laboratorio privado de Lima, 2021.

° Determinar los valores objetivos (IFM) empleando material de referencia
(perlas Rainbow) en el citometro Novocyte Advanteon para el estudio automatizado
de linfocitos, empleando la base de datos EuroFlow™, en un laboratorio privado de

Lima, 2021.

° Evaluar el porcentaje de poblaciones identificadas de Novocyte Advanteon
con la base de datos Infinicyt™ version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) para

el estudio automatizado de linfocitos, en un laboratorio privado de Lima, 2021.
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1.4 BASES TEORICAS
1.4.1 BASE TEORICA

El citometro de flujo es un instrumento usado para la medicioén de particulas en
suspension, que fluyen en una sola fila iluminada por un l4ser. Durante el paso de
estas particulas por el ldser se proporciona informacién de dispersion de luz
(tamafio y complejidad) y emision de fluorescencia que es transformada

digitalmente y almacenada en un sistema informatico.

Dentro de los componentes principales del citdmetro de flujo podemos identificar
los siguientes: sistema fluidico, sistema &ptico, sistema electrénico y sistema

informadtico, cada una cumple una funcién especifica para el andlisis de datos.

Las células marcadas con anticuerpos conjugadas a fluorocromos comienzan su
viaje cuando la muestra se aspira y se transporta a través de la tuberia a una celda
de flujo. En la celda de flujo la muestra se introduce en el centro de un fluido
portador que fluye mas rapido y hace que las células pasen en fila frente a la fuente
de luz para su excitacion. La dispersion de luz y sus fluorescencias se capturan
espectralmente por los filtros dpticos y dirigido a fotodetectores apropiados para su
conversion a sefnales eléctricas. (13) Los fotosensores y la electrénica crean seiales
que son proporcionales a las caracteristicas de la célula. La recopilacion de datos
informaticos y el andlisis de datos de Software realizan andlisis estadistico y

muestran las propiedades de cada poblacién. (14)

= CALIBRACION Y MATERIALES DE REFERENCIA

a. Particulas de referencia en citometria de flujo

El uso de estindares y controles ayuda a garantizar que el instrumento funcione
correctamente 'y que los datos obtenidos sean reproducibles y confiables.
Actualmente, las particulas de referencia mas usadas son las perlas “beads”
utilizados para calibrar, controlar, compensar y cuantificar; sin embargo, algunos
protocolos contemplan el empleo de células, aunque se han observado algunas

desventajas como variabilidad bioldgica que puede significar diferencias en las
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intensidades de fluorescencia, asi como reducida vida media. Las células ain se
siguen usando en algunos protocolos como controles de compensacion y para el

ajuste de voltajes para FSC y SSC.

b. Perlas “Beads”
Las perlas son los materiales mds comunes utilizados para calibrar, controlar,
estandarizar y cuantificar empleados en citometria de flujo. Podemos encontrar

los siguientes tipos de perlas:

Perlas de recuento:

Las perlas de recuento son un método sencillo para determinar el conteo
absoluto de células en una muestra, el fabricante suministra una concentracion
de perlas/volumen conocido y mediante un cdlculo por proporciones se
determina el nimero de células. Sin embargo, ya existen en el mercado

citometros volumétricos en los que ya no es necesario el uso de perlas.

Perlas de control de calidad:

El uso de perlas para el control de calidad minimiza la variacién en la alineacién
entre citdmetros, hace posible la calibracién, compensacién y control diario del
citometro. Las perlas permiten la estandarizacién y calibracion de equipos que
no tienen necesariamente los mismos filtros de emision y/o longitudes de onda
de excitacion. (15) Permitiendo de esta manera realizar estudios confiables en
el tiempo y garantizando coherencia entre multiples instrumentos Yy

laboratorios.

La clasificaciéon de perlas de acuerdo con las caracteristicas y funciones

especificas es la siguiente:

Las perlas de Tipo I (estdndares de alineacion), perlas de tipo II (estdndares de
referencia) y tipo III (patrones de calibracién). Las perlas de tipo I son utilizadas
para la alineacion Optica del citometro, las perlas de tipo II poseen una
determinada intensidad de fluorescencia que se usan para la configuracion del
equipo. Las particulas de calibracion (tipo III) abarcan multiples poblaciones
empleadas para calibrar la respuesta del equipo y cuantificar las sefiales de

fluorescencia de las muestras. Las perlas de tipo Il y III a su vez se subdividen
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en categorias de acuerdo a sus caracteristicas espectrales: Tipo A: fluorocromos
con amplios espectros capaces de excitarse con una amplia gama de longitudes
de onda, Tipo B: unidos a un fluorocromo particular con emisién similar a una
célula marcada, Tipo C: Perlas sin fluorescencia a los que hay que agregarle el
fluorocromo y proporcionard mejor coincidencia espectral, (16) dentro de esta
ultima categoria se ubican las perlas de compensacién. De acuerdo con esta
clasificaciéon las perlas Eight-peak Rainbow bead calibration particles
(Spherotec, Lake Forest, IL) empleadas en la estandarizacion EuroFlow™

corresponden al tipo IIIA.

c. Calibracion

Para la calibracion del instrumento se emplea una mezcla de perlas estables de
diferentes niveles de intensidad con valor conocido como por ejemplo Rainbow
Beads 8 peaks, se realiza el ajuste de voltajes de PMT tomando en cuenta los valores

objetivo-suministrados por el fabricante.

No es necesario que la calibracion sea una practica diaria, sin embargo, la calidad
del instrumento debe monitorearse diariamente este proceso asegura que el
instrumento todavia se encuentre calibrado si las mediciones no exceden los limites
establecidos por el fabricante. Si los controles estdn fuera de rango o el citometro

ha sido reparado serd necesario recalibrar.

. FLUOROCROMOS Y COMPENSACION

a. Fluorocromos
Para determinar las propiedades quimicas de las células es necesario el uso de
anticuerpos marcados con fluorocromos. Los fluorocromos son excitados a una
longitud de onda determinada (longitud de onda de excitacidn), absorben luz
acumulando energia, para regresar a su estado basal liberan esta energia en forma
de fotones a una longitud de onda mayor (longitud de onda de emision) produciendo

fluorescencia.

Conocer el espectro de excitacion y emision de los fluorocromos es importante para
el armado de paneles y eleccion del instrumento, ya que la excitacion de los

fluorocromos depende de los ldseres de equipo y el rango de emision de los filtros
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de paso de banda que estdn delante de los fotomultiplicadores. Los fluorocromos

mds usados en los paneles para neoplasias hematolégicas e inmunodeficiencias se

describen en la tabla 1

Laser Fluorocromo Abreviatura Excitacion Emision Filtro
max. max.
AZUL Isotiocianato de FITC 490 525 530/30
fluoresceina
Ficoeritrina PE 496 578 575126
Proteina Peridina PERCP cy5.5 490 695 695/40
Clorofila Cianina 5
Ficoeritrina cy7 PECy7 496 785 780/60
ROJO Aloficocianina APC 650 660 660/20
Aloficocianina cy7/H7 APCcy7 650 785 780/60
VIOLETA Pacific Blue PB 401 452 450/50
Pacific Orange PO 400 551 530/30-
572/28
Brillant Violet 421 BV421 407 421 450/50
Brillant Violet 510 BV510 405 510 510/50

Tabla 1: Longitudes de onda de excitacion y emision maximas para

fluorocromos. (Tomado de Biolegend)(17)

b. Compensacion

La emision de fluorocromos usados de manera simultdnea puede superponerse en

el rango deseado y, por tanto, influir en el detector disefiado para un fluorocromo

distinto. Para un andlisis objetivo de datos este fendmeno debe ser corregido, a esta

correccién se denomina compensacion. Generalmente, es realizado de manera

automdtica por el software de adquisicion del fabricante de equipo, mediante la

adquisicion de controles de compensacion y luego optimizado por el usuario. Esta

etapa se hace mads dificil a medida que los paneles son méds amplios por lo cual los

softwares que calculan automdticamente la matriz de compensacion son

herramientas de mucha utilidad.
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Detector Detector
FITC PE

Superposicion
espectral

PE

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

500 LONGITUD DE ONDA 600 700
Grifico 1: Superposicion de las longitudes de onda de PE y FITC.

Las longitudes de onda de FITC se superponen y son captados por el detector de
PE, es necesario aplicar compensaciéon entre ambos fluorocromos para tener

lecturas correctas. (Tomado de https://www.biolegend.com/)

= INSTRUMENTACION
Con el paso de los afios los citometros de flujo son dispositivos cada vez mas
sofisticados, con velocidades de adquisicién mucho mds ripidas, este avance se vio
favorecido por el desarrollo de otros sectores como telecomunicaciones y
semiconductores proporcionando mayor precision y fiabilidad con una importante

reduccién de tamaiio. (13)

Actualmente, existen diversos fabricantes de citometros digitales cada uno con sus
propias caracteristicas, con mayor capacidad de deteccion que dan la posibilidad de
paneles muchos mds extensos, mayor resoluciéon. Asi también se observa el
surgimiento de otros tipos de citometria diferentes a la convencional como
citometria espectral, citometria de masas, citometria computacional y citometria de

imagenes.

» ESTANDARIZACION EN CITOMETRIA DE FLUJO

El término de estandarizacion se usa para describir el conjunto completo de pasos
metddicos, destinado a mejorar la reproducibilidad de los resultados de citometria
de flujo en el laboratorio durante un proceso prolongado de tiempo en diferentes

areas geograficas y en diferentes instrumentos. (1)
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Una de las finalidades de los laboratorios de citometria de flujo es realizar pruebas
estandarizadas precisas, altamente sensibles, en el menor tiempo posible, para el
diagnéstico y clasificacion pronostica de enfermedades hematoldgicas, asi como
también en la evaluacién de la efectividad del tratamiento. Para lograrlo, es
necesario introducir técnicas que mejoren los procesos, aplicando las herramientas
que nos brinda el desarrollo de las tecnologias en estas dreas, de la mano con la
evaluacién de la calidad de los procesos y productos. En este sentido, uniformizar
los datos obtenidos mediante adquisiciones de citometria de flujo, con protocolos
estandarizados que permitan dar respaldo al trabajo, asi como facilitar el
seguimiento, a través de los procesos algoritmicos es uno de los pasos a seguir en

el plan de mejora continua de los laboratorios.

La adaptacion de un instrumento de citometria de flujo para protocolos de andlisis
de leucocitos, partiendo de un procedimiento estandarizado, requiere de pasos
como: definicién de voltajes de fotomultiplicadores, utilizando perlas fluorescentes
que brinden informacion estdndar en los diferentes canales que permitan conseguir
resultados similares, segin los del citdmetro patrén escogido; eleccién del material
lisante que permita lograr datos homdlogos al procedimiento estdndar; evaluacion
de la homologacion de datos y resultados, haciendo uso de las herramientas y

estadisticas utilizadas en el procedimiento estandar, como la base de datos.

A lo largo del tiempo diversos grupos cientificos relacionados han presentado

diferentes propuestas algunos han abarcado todo el proceso y otro parte de €l.

a. Propuesta EuroFlow™
En el afio 2012 el grupo EuroFlow™ piblico la propuesta de una estandarizacion
multicéntrica para el estudio de Inmunofenotipo para el estudio de Neoplasias
hematoldgicas el cual estd compuesto por guias y recomendaciones de ajustes
estandarizados de equipos, inicialmente fue propuesto para tres citometros,
tomando como instrumento patrén a Facs Canto II (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) a través de los afios fueron sumandose otros instrumentos de diferentes
fabricantes. Otra parte importante de la estandarizacion sugerida por EuroFlow™

fue la recomendacién de paneles y reactivos, asi como protocolos estandarizados
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para obtener archivos similares en diferentes centros y a través del tiempo, con lo

cual se pudo armar una base de datos estandarizada para el anélisis automatizado.

Dentro de los aspectos que tomaron para realizar el ajuste estandarizado del
instrumento fue el ajuste a través de perlas fluorescentes Rainbow Beads,
(Spherotec, Lake Forest, IL). Se tomé como referencia el octavo pico y se establecid
valores target, los cuales se usaron luego para ajustar otros equipos y obtener
resultados reproducibles en el estudio multicéntrico que se ejecutd posteriormente.
Luego de un tiempo se establecié el séptimo pico como referencia, ya que en
algunos citémetros el octavo pico estaba fuera de la escala. Por tanto, para lograr la
estandarizacion completa EuroFlow™ estableci6 procedimiento operativo estandar
de ajuste de instrumentos, compensacion, paneles de anticuerpos, protocolos de
tincion y procesamiento de muestras; finalmente una base de datos con casos
modelos pre cargados que a través de la comparacion por el Software Infnicyt™
version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) pueden reconocer automéaticamente
la poblacién y proporcionar informacion objetiva acerca del diagndstico de
neoplasias hematoldgicas e inmunodeficiencias, dejando de lado la subjetividad del

analista cuando se realiza de manera manual.(3)
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b. Configuracion éptica de instrumentos estandarizados
De acuerdo con los criterios EuroFlow™ los instrumentos deben cumplir ciertas
caracteristicas como tener detectores independientes, ser IVD, contar con tres
laseres 405 nm, 488 nm y 633-640 nm (tabla 3) y al menos poseer los filtros
necesarios para detectar los fluorocromos recomendados por EuroFlow™. Los
equipos que ya fueron estandarizados segiin diversas publicaciones son los que

aparecen en la tabla 2.

Laser Fluorescencias FACS NAVIOS Omnicyt MACS Facs
CANTO II QUANT  Lyrics BD
violeta  PB/V450/BV421 450/50 450/50 440/50 450/50 448/45
(405 PO,0C515, V500 510/50 550/40 512/25 525/50 528/45
nm)
azul FITC 530/30 525/40 530/30 525/50 527/32
(488nm PE 585/42 570/30 574726 585/40 586/42
) PERCPCYS5.5 670LP 695/30 695/40 655-730 700/54
PECY7 780/60 755LP 780/60 750 LP 755LP
rojo APC 660/20 660/20 670/14 655-730 660/20
(633, APCCY7, 780/60 755LP 780/60 750LP 755LP
638,640 APCC1750,
nm) APCH7

Tabla 2: Configuraciéon 6ptica de los equipos en los que se logré la estandarizacion

EuroFlow™. (Adaptado de Novédkova, 2019)(4)

FACS NAVIOS Omnicyt MACS

CANTOII QUANT
AZUL 488 488 488 488
ROJO 633 638 638 640
VIOLETA 405 405 405 405

Tabla 3: Configuracion de laseres de los equipos en los que se logré la estandarizacion

EuroFlow™, (Adaptado de Novdkova, 2019)(4)
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c¢. Configuracion éptica Novocyte Advanteon (Angilent)
El Novocyte Advanteon es un equipo IVD que puede adaptarse a diversos ensayos
de citometria y ofrece flexibilidad de 1,2 o 3 opciones de laser que ofrece hasta 21
canales de fluorescencia. Tomando en cuenta los requerimientos de EuroFlow™ la
opcién que mejor se adapta es la configuracion V8B7R4 que proporciona tres
laseres: Azul (488nm), Rojo (640nm) y violeta (405nm), con una capacidad de
deteccion de hasta 19 canales de fluorescencia (Tabla 4) y 21 pardmetros

detectables. (18)

Para efectos de experimentos de acuerdo con las recomendaciones de Grupo
EuroFlow™ usaremos los tres ldseres: violeta (405nm), azul (488nm) y rojo
(640nm). Con dos detectores para el laser violeta Pacific Blue con filtro 455/45 y
Pacific Orange con filtro (530/30) o (572/28) se definird el filtro que otorgué
mejores resultados. Para el ldser azul se empleardn 4 detectores FITC filtro
(530/30), PE (filtro 572/28), Percp cy5.5 filtro (695/40), PEcy7 filtro (780/60) y
finalmente para el laser rojo seran dos detectores APC filtro (667/30) y APCCy7
(780/60).

Novocyte Advanteon

Violeta Pacific Blue 445/45
(488nm) Pacific Orange 572/28 o 530/30

Azul FITC 530/30

(640nm) PE 572/28

PERCPCYS5.5 695/40

PECY7 780/60

Rojo APC 667/30

(405 nm) APCCY7 780/60

Tabla 4: Fluorocromos propuestos por EuroFlow™ que pueden ser leidos en

Novocyte Advanteon. (Adaptado de Guia de Operador Novocyte Advanteon) (18)
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d. Protocolos de ajustes de voltajes y compensacion
El rendimiento de los citémetros puede variar de uno a otro, para evitar estos
inconvenientes es importante la optimizacién y estandarizacién adecuada, para
garantizar resultados consistentes y confiables, reproducibles a lo largo del tiempo

y en multiples instrumentos.

Para realizar este proceso se pueden usar perlas fluorescentes de referencia
especificas, en el cual se define un rango para las sefiales de cada detector, los pasos

generales para la estandarizacion son: (19)

1. Establecer valores target (IFM) en el instrumento de referencia mediante
perlas.

2. Optimizando valores objetivos en el instrumento de referencia mediante
células

3. Aplicar los valores target en otros instrumentos mediante las perlas de

referencia.

e. Paneles estandarizados
Dentro de la estandarizaciéon es necesario el uso de paneles establecidos.
EuroFlow™ recomienda paneles, marcas, clonas, flurorocromos y volimenes
determinados. (20). Dicha combinacién de anticuerpos es utilizada rutinariamente
en el laboratorio, agregando individualmente cada anticuerpo del panel, lo cual
podria conducir a errores en el proceso (1-4%) con paneles mds complejos; ademds
del incremento del tiempo requerido. La propuesta de tubos liofilizados puede
proporcionar menor variabilidad de tincidén entre muestras, asi como estabilidad
prolongada y generar datos mds sélidos. (10) Por lo tanto, la eficiencia y calidad
del laboratorio puede mejorarse mediante el uso de reactivos listos para usar en un

formato de tubo de ensayo tnico seco. (21)

f. Procesamiento de las muestras para Inmunofenotipo
Para garantizar resultados reproducibles otros de los puntos criticos son los
protocolos de preparacion de muestras y lisado de eritrocitos. Habitualmente un
protocolo de preparacion de muestra para citometria de flujo (marcaje) incluye la

incubacion de la muestra con los anticuerpos marcados con fluorocromos, lisado de
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hematies/fijacién y lavado; aunque también existen protocolos sin lavado que son
usados frecuentemente en los recuentos celulares. En condiciones Optimas
cualquier protocolo de citometria de flujo debe alcanzar los objetivos del estudio,
debe considerarse costos y tiempos de procesamiento ademds cumplir las siguientes

caracteristicas:

L Mantener una adecuada resolucion entre las poblaciones mayoritarias de
la muestra de acuerdo con sus parametros de dispersion de luz.

II. Minimizar la pérdida celular.

II1. Preservar al maximo la estabilidad de los epitopos antigénicos e
intensidad de fluorescencia

IV.  Mantener bajos niveles de autoflorescencia y debris. (22)

Los pasos del procesamiento deben estar establecidos en procedimientos operativos
estindar ademds de educar al personal a cefiirse a los protocolos, ya que el

incumplimiento puede generar variabilidad en la estandarizacion.

El lisado de los globulos rojos se realiza mediante lisis osmoética después del
marcaje para retirar las poblaciones que no son de interés en el estudio. (23) En el
mercado existen diversas opciones de lisante, sin embargo, dependiendo de la
solucidn de lisis se pueden observar diferentes cambios en las caracteristicas fisicas
de las células y con frecuencia en los patrones de marcaje, al menos de algunos

marcadores. (24)

Para evitar este sesgo en el presente estudio se utilizaran kits comerciales de paneles
estandarizados y se seguird estrictamente los protocolos establecidos en los SOPs

de EuroFlow™,

= AUTOMATIZACION
La automatizacion en los procesos de laboratorio aumenta el rendimiento y
minimiza las fuentes de error en los procesos manuales de rutina, la citometria de
flujo no es ajena a ella. Actualmente, diversos grupos cientificos trabajan en este
fin, algunos ejemplos son el uso de carruseles en la adquisiciéon de muestras. Otros
procesos que se estdn automatizando son la autocalibracién y monitoreo diario del

equipo, procedimientos de puesta en marcha y apagado, mantenimientos
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preventivos, lavados y compensacion de fluorescencias. (14) Respecto al anélisis
existen algunas propuestas como el andlisis automatizado mediante compuertas

automdticas y otras basadas en base de datos.

a. Analisis Automatizado
La base de datos del Software Infinicyt™ version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca,
Espaia) es una herramienta revisada y cargada con poblaciones celulares normales,
reactivas y aberrantes revisadas por expertos del consorcio EuroFlow™, la cual a
través de una adquisicion en formato FCS 3.0 agrupa las poblaciones y compara el
elemento ingresado con los casos que ya fueron cargados previamente, los
elementos idénticos son identificados automdticamente y categorizados dentro de
la poblacion celular correspondiente, los “clusters” que no son idénticos se les
asigna en poblaciones en check, el usuario debe analizarlos manualmente decidir si
son normales o aberrantes y agruparlos en alguna categoria del arbol de
poblaciones, una vez terminado el proceso en programa nos proporciona

automdticamente el Informe de Citometria de Flujo. (11)

POPULATIONS .
TO DATABASE m o bttt i
) e
| 2
> @ > ‘ #
- : t i
v i . I

POPULATIONS
FROM DATABASE

Grafico 2: Algoritmo de identificacion de la base de datos. (Tomado de

https://www.cytognos.com/)

b. Construccion de la base de datos
El software Infinicyt™ versiéon 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafa) ha sido
construido a partir de muestras normales, procesadas bajo los protocolos

establecidos en los SOP de EuroFlow™., Se inici6 con la seleccion de muestras a
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incluir de acuerdo con las similitudes de las poblaciones, intensidades de
fluorescencia media (IFM); dejando de lado los archivos con errores técnicos en
procesamiento, adquisiciéon o compensacion. Continuaron con la evaluacién de
archivos de referencia y validacion de la base de datos frente a muestras normales
y patoldgicas. Para definir un grupo “cluster” se identificé un niimero minimo
mayor o igual a 10 eventos por grupo (9), se etiquetaban estas poblaciones como
identificadas si se encuentran dentro de las 2.5 desviaciones estdndar. Las
poblaciones con diferencias fenotipicas o numéricas son etiquetadas como

poblaciones en chek para la revisién de un experto.

= ANALISIS DE LINFOCITOS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Los linfocitos son células mononucleares que forman parte de los leucocitos y
forman parte del sistema inmunitario adaptativo, son producidos en médula 6sea y
completan su diferenciacion en los diferentes Organos linfoides primarios y

secundarios. (25)

Los linfocitos estdn conformados por distintas subpoblaciones que tiene multiples
funciones, pero son muy similares morfoldgicamente, (26) por esta razén se
necesitan métodos altamente sensibles y especificos para su estudio diferencial, en

este sentido la citometria de flujo representa la alternativa de eleccion.

El desarrollo de los anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos permite
el reconocimiento y caracterizacion de las distintas subpoblaciones, mediante
técnicas muy sensibles y precisas como la citometria de flujo. Los linfocitos
humanos pueden clasificarse en tres poblaciones principales segin sus funciones y

expresion antigénica: linfocitos B, linfocitos T, linfocitos NK.

Dentro de las pruebas mas realizadas para el estudio de linfocitos por citometria de
fluyjo son los recuentos de subpoblaciones linfocitarias T, B, NK,
inmunodeficiencias y recuento de linfocitos CD4/CDS8, ambos con utilidad clinica
para el monitoreo de sistema inmune y seguimiento de VIH respectivamente.

Adicionalmente dentro del campo hematoncoldgico se estudian las subpoblaciones
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y alteraciones en la expresion de marcadores (inmunofenotipo) para el diagndstico
de enfermedades que afecten las lineas linfocitarias como los Sindromes

Linfoproliferativos Crénicos (SLPC).

a. Kits estandarizados para el estudio de linfocitos
Los kits comerciales son combinaciones de anticuerpos liofilizados, listos para
resuspender y usar, los beneficios son que disminuyen los errores (por ejemplo:
agregar anticuerpos errados o no agregar algin fluorocromo), ademds de
proporcionar marcajes reproducibles, ya que disminuyen las diferencias en los
indices de tincion entre lotes. En el mercado existen diferentes presentaciones de
los paneles para el estudio de poblaciones linfoides se encuentran LST, PIDOT
(Cytognos SL, Salamanca, Espafia), BD One Flow LST (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) (10) y otras propuestas que no son paneles EuroFlow™ como

ClearLab10c (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). (27)

b. Kit LST “Lymphoid Screening tube”: Tubo de deteccion linfoide
Es un tubo de 8 colores que contiene una mezcla de 12 anticuerpos en formato
liofilizado disefiado para la deteccion de poblaciones linfoides maduras aberrantes
de linea B, T y NK. (28) Puede utilizarse para evaluar sospechas de linfoma por la
presencia de linfocitosis, ganglios incrementados, esplenomegalia, componentes

monoclonales en suero, citopenias sin causa aparente. (23)

Esta compuesto por los anticuerpos: CD45, CD3, CD56, CD4, CDS8, CD56, CD19,
TCR g/d, CD38 y cadenas sIgK y sIgl. mostrados en la tabla 5; presentes en
diferentes subpoblaciones de linfocitos y células plasmdticas que pueden ser
reconocidos usando citometria de flujo, (28) estos estudios son ampliamente
utilizados para la caracterizacion de diferentes enfermedades hematoldgicas, la
deteccion de linfocitos maduros clonales fenotipicamente aberrantes tiene un papel

relevante en el diagnostico de los sindromes linfoproliferativos crénicos.(31)

Fluorocromo | Pacific Blue™ | OC515™

Marcador CD20 | CD4 CD45
RPA-

Clon 2H7 Ta GA0
Isotipo IgG2b | IgG1 lgG2a
L . CélL T ’ L
Reactividad | Cél. B o Leucocitos L Plasmaticas

otras
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Tabla 5: Anticuerpos del Kit LST (Inserto KIT LST Cytognos SL, Salamanca,

Espaia)(28)

El algoritmo para identificar manualmente las poblaciones en el tubo LST es el

descrito en el articulo que detalla el procedimiento para la construccién de la base

de datos para LST.
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Grafico 3: Algoritmo usado para el reconocimiento de las poblaciones

reactivas/normales LST (9) *células nucleadas no especificadas incluye basdfilos

y células dendriticas para los que no existen marcadores especificos en este panel.

(Tomado de Flores J. et al,2019) (9)
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Poblacion celular Principales caracteristicas fenotipicas

Células B maduras SSC*,FSC*,CD45+,CD19+,CD20+,CD3 -

smlgk smlgk +, smlgh -

smlgi smlgh +, smlgi -

Células T SSC*,FSC*,CD45+,CD3+,CD19-

CD4 CD4 +,CDS8-

CD8 CDS8 +, CD4 -

TCRYd CD4 -, CDS8 -, TCRyS *

TCRyo - (CD4 -, CD4 -, CD8 -, TCRyS -

CDS8 ")

Células NK SSC*, FSC *, CD45 +, CD19 -, CD20 -, CD3 -, CD56 *'+
Células plasmaticas SSC », FSC i, CD38 ", CD45 -, CD19 *

circulantes

Eosinofilos SSCH, FSC ™ CD45 ", otros marcadores - (autofluorescente en algunos canales)
Neutrofilos SSC i ESC /i CDA45 +, otros marcadores -
Monocitos SSC» FSC », CD45 +, CD4 +, CD38 +

Células nucleadas no  Propiedades de dispersion de luz compatibles con leucocitos y > 1 marcador positivo en

especificadas la combinacidn, pero no categorizadas como poblacién celular dnica y distinta

*SSC, dispersion de luz lateral; FSC, dispersion de luz hacia adelante; sm, membrana
superficial; Ig, inmunoglobulina; TCR, receptor de células T; lo, bajo; int, intermedio; Hi: alto.
Tabla 6: Descripcion fenotipica de las poblaciones identificadas en LST. (Tomado

de Flores J. et al,2019) (9)
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1.4.2 DEFINICION DE TERMINOS

Anadlisis automatizado: Andlisis mediante programas automdticos con asistencia

humana minima.

Base de datos EuroFlow™: Base de datos generada y validada por Euroflow™
con archivos de muestras normales procesadas y adquiridas siguiendo los
protocolos operativos estandar de EuroFlow™. Estas bases de datos estan incluidas
en el software Infinicyt™ versiéon 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espaia), de tal
forma que, al ingresar un caso nuevo, el programa realizard la comparacion,

identificard las poblaciones y generara el informe.

Bits: Es un digito de sistema binario, es la unidad minima de informacién empleada
en informdtica en cualquier dispositivo digital. A mayor capacidad de bits de un

instrumento se traduce en mayor resolucion para el usuario.

Coeficiente de variacion (CV): Propiedad adimensional que mide una distribucion

de poblacion.

Compensacion: Factor de correccién aplicado para permitir la superposicion

espectral.

Escalas: Escala arbitraria que representa el aumento de intensidad de la sefal,

existen tres tipos de representaciones: escala lineal, logaritmica y biexponencial.

Estandarizacion: Proceso e implementacion y desarrollo de estdndares técnicos

basados en consensos.

Formato FCS: Formato estandar de citometria de flujo para archivos de datos. El
estandar es publicado por la sociedad internacional de citologia analitica. FSC 3.0

es el mas usado y puede ser leido por Software de diferentes fabricantes.
FSC: Dispersion frontal, nos proporciona informacion de tamaiio.

IFM: indice de Fluorescencia media, promedio de intensidad de fluorescencia.
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Kit LST: “Lymphoid Screening Tube” kit de deteccion de 8 colores y 12
anticuerpos para el estudio de linfocitos, con el objetivo de detectar poblaciones

fenotipicamente aberrantes B, T y NK maduras.

Lisante: Solucién cuya funcidn es lisar hematies que no son de interés en el estudio

SSC: Dispersion lateral, nos proporciona informacion de complejidad interna.

Material de referencia: Material suficientemente homogéneo y estable con
respecto a las propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto

en una medicion.
SOPs: Procedimientos operativos estandarizados.

Voltaje: Controla la amplitud de la sefial dptica necesaria para activar un tubo
fotomultiplicador. El aumento de voltaje disminuye la sefial necesaria para activar

un tubo fotomultiplicador.
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1.4.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

La estandarizacién del citometro de flujo Novocyte Advanteon para el andlisis
automatizado de linfocitos en un laboratorio privado de Lima 2021, presenta
resultados comparables a los obtenidos siguiendo las recomendaciones de la

estandarizacion EuroFlow™,
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CAPITULO II: METODOS
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2.1 DISENO METODOLOGICO
2.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El enfoque del estudio es cuantitativo pues las variables se analizaron
estadisticamente a través de sus datos numéricos obtenidos de cada experimento.
El alcance es exploratorio pues no hay registro de estandarizacion en instrumentos

de este fabricante.

2.1.2 DISENO DE LA INVESTIGACION
Estudio cuasiexperimental debido a que la eleccion de sujetos se ejecutd sin
aleatorizacion. Por las caracteristicas de la recoleccion de datos es prospectivo y de

corte transversal.

2.1.3 POBLACION
No aplica una poblacién de estudio, pues se utilizardn materiales de referencia
requeridos en los protocolos de estandarizacién (perlas autofluorescentes y

muestras de sangre periférica obtenidas por puncién venosa en tubos con EDTA).

2.14 MUESTRA Y MUESTREO

Para el protocolo de seleccion de lisantes se usaron 10 muestras de sangre periférica
en EDTA K3 de donantes voluntarios sanos (SP-DVS) del laboratorio Cytometric
procesadas dentro de las 24 horas post toma de muestra. El muestreo para los

donantes de sangre periférica fue no probabilistico de tipo incidental.

En el protocolo de voltajes se emplearon 3 muestras frescas de sangre periférica en
EDTA K3 de SP-DVS del laboratorio Cytometric, en tres fechas diferentes una por
dia. Para la seleccion de valores objetivos se emplearon perlas fluorescentes

Rainbow Beads 8 peak Lote EAMO1 (Spherotec, Lakeforest, IL).

En cuanto a la verificacién de la aceptabilidad de los resultados se emplearon 25
muestras tomadas en tubos de EDTA K3 de SP-DVS adicionales del laboratorio

Cytometric, procesadas dentro de las 24 horas post toma de muestras.

2.1.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION
e Muestras de sangre periférica anticoaguladas con EDTA de donantes

voluntarios sin antecedentes de linfomas o inmunodeficiencias.
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e Muestras de SP procesadas y adquiridas dentro de las 24 horas post
extraccion.

e Muestras procesadas bajo las recomendaciones del fabricante.

e Muestras marcadas con el kit LST de Cytognos (Cytognos SL, Salamanca,
Espafia) y procesadas bajo las recomendaciones de EuroFlow™.

e Muestras adquiridas con los ajustes propuestos en Novocyte Advanteon.

2.14.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Muestras adquiridas con voltajes diferentes a los establecidos
e Muestras con menos de 50 000 eventos CD45 positivos
e Muestras con problemas técnicos en el procesamiento.

e Muestras con celularidad viable menor al 50%

2.1.5 VARIABLES
VARIABLE: Estandarizacion del citémetro Novocyte Advanteon para la

identificacion automatizada de linfocitos.
Expresado por:

e Seleccion de lisantes
e Ajuste de voltajes y determinar valores objetivos

e Evaluacion de la estandarizacion con la base de datos

2.1.6 TECNICAS E INTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
La técnica empleada fue: protocolos experimentales para la estandarizacion del

citometro.

Se present6 la idea del proyecto al laboratorio Cytometric Bioservices y reuslto de
su interés para la estandarizacion de su equipo Novocyte Advateon bajo los
estdndares de EuroFlow™, otorgdndose los permisos respectivos mediante una
solicitud (anexo 4) y estableciendo un convenio entre instituciones con el

laboratorio Biolab para el uso de equipo patrén e instalaciones.

Los experimentos realizados fueron los siguientes:
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i.  Eleccion de lisantes
La solucién lisante cumple un papel importante en la estandarizacion, por lo cual
es necesario encontrar una alternativa con buen rendimiento y de trazados similares
en los parametros de dispersion FSC y SSC a los obtenidos con el lisante patrén
(Facs Lysing). Para este fin se evaluardn el lisante patrén frente a tres diferentes

soluciones de lisis:

e Facs Lysing (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
e Optylise C (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

e Excellyse I (Exbio, Praga, Reptblica Checa)

e Excellyse Easy (Exbio, Praga, Republica Checa)

Se marcaron 10 muestras de sangre periférica de donantes voluntarios sanos con un
coctel de monoclonales (Exbio, Praga, Republica Checa) se incubaron por 30
minutos y se lisaron con las diferentes soluciones lisantes en evaluacion bajo los
procedimientos descritos en los Anexos (7,9,10,11) de acuerdo con las
recomendaciones de cada fabricante. Para el lisante patrén se us6 el procedimiento
descrito en SOP marcaje para antigenos de superficie, disponible en

www.Euroflow.org. Todos los lisantes involucraron marcaje de antigenos de

superficie es decir marcar, lisar y lavar para retirar restos celulares lisados.

Previa a la adquisicion de muestras se realizé el mantenimiento diario de ambos
equipos que consiste en lavados y eliminacién de burbujas, luego se corrid las perlas
de control diario del equipo, CST en el caso de instrumento patrén y QC en
Novocyte Advanteon, una vez aprobado este procedimiento. Se continud con la
adquisicion de muestras las muestras lisadas con Facs Lysing la mitad se corrieron
en el instrumento patrén, mientras que lo restante y los procesados con los lisantes

en evaluacion fueron adquiridos en Novocyte Advanteon.
Los criterios evaluados fueron los siguientes:

e Menor pérdida celular y alteracion en las proporciones

poblacionales.

Se evalud la pérdida celular durante el procesamiento usando muestras de valor

leucocitario conocido, ya que las muestras fueron leidas por un equipo
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hematoldgico. Para calcular la pérdida celular durante la prueba de lisantes, se
usard el programa de adquisicion NovoExpress FSC (Agilent), se calcularan los
valores absolutos mediante metodologia volumétrica bajo el reconocimiento de
leucocitos totales con CD45, se obtendrdn los porcentajes de cada poblacién

celular por lisante y serdn ingresados en la ficha de recoleccion de datos.

e Menor alteracién en los indices de fluorescencia media v CV en

comparacion con el lisante patrén

Para identificar la afectacion en los indices de fluorescencia, se evaluaron las
medias de las poblaciones positivas por cada lisante, asi como el coeficiente de
variacion (CV) de los pardmetros leucocitarios descritas en la tabla 7 y serdn
comparados con el lisante patrén. Fueron exportados directamente del programa
Infinicyt™ versién 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) en formato Microsoft

Excel 2019 y posteriormente ingresados en la base de datos.

Célula Fluorocromo Caracteristicas
fenotipicas
Neutroéfilos FITC SSC alto, CD16 + fuerte
Linfocitos NK PE SSC bajo, CD3-/CD56+
Linfocitos T Percpcy5.5 SSC bajo, CD3+/CD4 +
CDh4
Monocitos APC SSC medio, CD64 +
fuerte
Linfocitos B PECy7 SSC bajo; CD3-/CD19 +
Linfocitos T APCCY7 SSC bajo, CD3 +
Linfocitos B PB SSC bajo, CD20+
Linfocitos PO SSC bajo, CD45 fuerte
totales

Tabla 07: Parametros leucocitarios evaluados en la seleccion de lisantes.

e Mejor coincidencia dentro de las 2DS en los parametros de dispersion

FSC/SSC

Para la evaluacién de la superposicion de los trazados en FSC y SSC se utilizard la
herramienta Merge (superposicién de dos o més archivos) del programa Infinicyt™

version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espana) y elegird el que tenga mayor
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coincidencia dentro de las dos desviaciones estandar respecto al patrén (Lisado con
Facs Lysing y adquirido en Facs Canto II). Estos datos serdn ingresados en el campo

respectivo de la ficha de recoleccion de datos.

o Adecuada discriminacion de los linfocitos respecto al debris en FSC.

Otro parametro importante es la separaciéon entre linfocitos y debris (restos
celulares), ya que el momento de analizar archivos de citometria es necesario poder
discriminar nuestra poblacion de interés (leucocitos) de los restos celulares y asi
tener datos precisos en el analisis. Esto se evaluard mediante el cdlculo del indice
de tincion “stain index” entre las medias del debris y linfocitos, mediante la

siguiente férmula:
MFI pos: indice de fluorescencia media de la poblacion positiva.

MFI neg: indice de fluorescencia media de la

poblacién negativa.

MFl = MFl,
Stam |ndex: — o neg: Desviacion estindar de la poblacion

20"‘! negativa

Tomado de: www. Fluorofinder.com

Una vez recolectada la informacion se procedera al analisis de las mismas y elegir
el lisante adecuado para Novocyte Advanteon basdndose en los criterios
mencionados previamente. Luego de definir la solucién de lisis se iniciard el

siguiente paso.

ii. Definicion de voltajes y valores objetivos
Otros de los factores clave en la estandarizacion es establecer ajustes en el equipo
que sean reproducibles a lo largo del tiempo, esto puede lograrse usando un estandar

como perlas fluorescentes, para esto es necesario encontrar estos valores objetivos
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que nos puedan garantizar resultados similares con otros instrumentos de diferentes

marcas.

Para establecer voltajes y definir los valores objetivos se utilizaron tres muestras de
sangre periférica en 3 dias distintos, 1 muestra por cada dia. Primero se realizard el
control de calidad diario de ambos equipos, luego la adquisicién y ajuste como se
describe en el anexo 8. A continuacién, se marcaron los controles de compensacién
para lo cual se usard 200ul de muestra con CD8 FITC, CD8 PE, CD3 APC, CD5
Percp cy5.5, CD20 Pacific Blue, CD19-TCRg/d PECY7, CD38 APCC750, CD45
OCS515 los tres ultimos marcadores mencionados son proporcionados en el Kit LST
(Cytognos SL, Salamanca, Espafia), estas muestras serdn procesadas bajo el

protocolo descrito en el SOP de EuroFlow™.

La mitad se adquiri6 en el Instrumento Patrén y se registrd las medianas de las
poblaciones positivas obtenidas en las estadisticas del programa Facs Diva (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) luego se realiz6 el cdlculo tomando en cuentas
las escalas, para este caso se trabajo el Novocyte Advanteon como un citémetro de

20 bits (ajuste de escalas).

Se ajustd los voltajes mediante el programa NovoExpress FSC 1.4.1 (Angilent)
basdndose en los valores calculados en el instrumento patrén y con los voltajes
obtenidos se correrd Rainbow Beads 8 picos lote EAMO1, se repetié este proceso
en tres dias distintos. Se analiz6 la adquisicion de perlas con el programa Infinicyt™
version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia) y registro las medias y los
coeficientes de variacion de cada pico en los diferentes canales evaluados
proporcionado por las estadisticas del programa de andlisis. Los criterios para
seleccionar el pico de referencia fueron: el pico més brillante que esta dentro de
escala log(1048576) y con menor coeficiente de variacion. Para obtener los valores
objetivos se promediaron los IFM (indice de florescencia media) del pico
seleccionado obtenidos en los tres dias para cada canal y el promedio fue usado
para ajustar voltajes para el experimento de la evaluacion de la base de datos y los
proximos ajustes de voltajes que garanticen reproducibilidad en el tiempo y con

otros citometros de similares caracteristicas.
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Todos los valores obtenidos del indice de fluorescencia y coeficientes de variacion

fueron ingresados en la ficha de recoleccién de datos.

iii.  Evaluacion de la base de datos
Finalmente, para la evaluacién de la base de datos se marcaron 100ul de muestras
de sangre periférica de 25 donantes voluntarios sanos con el kit estandarizado LST
(Cytognos SL, Salamanca, Espafia) basandose en el protocolo descrito en el inserto
(anexo 5). Luego fueron adquiridos en el instrumento patrén y en Novocyte
Advanteon con los ajustes establecidos en el paso anterior. Finalmente, los archivos
fueron exportados en formato FSC para ser analizados mediante el reconocimiento
automdtico de poblaciones por la base de datos del programa Infinicyt™ version

2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espaiia) y asi determinar la compatibilidad.

Se evalud el porcentaje de poblaciones reconocidas por la base de datos y las

poblaciones en Chek (poblaciones que necesitan ser revisadas por el analista).

iv. Instrumento: Ficha de recoleccion de datos

Por ultimo, los archivos en formato FCS obtenidos en cada experimento fueron
analizados mediante el Software Infinicyt™ version 2.0 (Cytognos SL, Salamanca,
Espafia)luego se exportaron los estadisticos de las poblaciones de interés
(Porcentaje celular, media, CV, Desviacion estdndar) directamente a una hoja de
calculo en formato.csv para finalmente ser ingresados en la ficha de recoleccion de
datos verificada por tres expertos en el area de citometria de flujo (anexo 3)

elaborado en Microsoft Excel 2019.
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2.1.7 PROCEDIMIENTOS Y ANALISIS DE DATOS

Todos los datos obtenidos fueron ingresados en la ficha de recoleccién de datos
elaborada en Microsoft Excel 2019, revisada por 3 expertos en el drea (anexo 2).
Estos datos fueron trasladados a una base de datos del programa estadistico

MedCalc.

En principio se realizaron las pruebas descriptivas tomando en cuenta medidas de
tendencia central como la media y desviacién estindar, para todos los datos
numéricos se realizé la prueba de normalidad mediante el test de Shapiro Wilk. En
cuanto al anélisis de la prueba de lisantes se opté por usar modelo de andlisis de
varianza (ANOV A) para muestras repetidas previa verificacion de esfericidad, se

evalu6 el lisante patrén frente a las otras soluciones, tomando como significancia

estadistica al 95%(<0.05%).

2.1.8 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio fue revisado por el comité de investigaciéon de la Escuela
Profesional de Tecnologia Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos.

La investigacion necesit6 de donantes voluntarios sanos para la corrida de tubos
LST y prueba de lisantes, por lo cual se reclutaron personas mayores de 18 afios los
cuales brindaron su aceptaciéon mediante la firma de consentimiento informado

(anexo 1) de acuerdo a los principios éticos de la Declaracién de Helsinki.

La recoleccién de datos solo abarcé informacién relevante para la investigacion y
a todos los participantes se les otorgd un cédigo para mantener la confidencialidad

de datos.

Este proyecto cuenta con el permiso institucional del laboratorio privado
Cytometric Bioservices SAC y Biolab para el uso de instalaciones y equipos,
mediante la autorizaciéon firmada por los representantes de cada centro de

diagnéstico. (Anexo 4)
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CAPITULO III: RESULTADOS
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» EVALUACION Y SELECCION DE LISANTES PARA LA
ESTANDARIZACION DEL CITOMETRO NOVOCYTE
ADVANTEON

Uno de los principales obstaculos dentro de la estandarizacién usando diferentes
citometros fue la superposicion de las poblaciones celulares en FSC/SSC, por lo
cual en la presente investigacion se busca demostrar la influencia del lisante en la
dispersion frontal y lateral, asi como seleccionar la soluciéon adecuada para
Novocyte Advanteon, sin perdida significativa de fluorescencia ni poblaciones
celulares. Por esta razén para la eleccién del lisante adecuado se evaluaron los

siguientes puntos.
i. Pérdida de celularidad:

Esta comparacion fue evaluada tomando como referencia los leucocitos totales del
hemograma inicial y el recuento celular volumétrico final del citémetro, luego del

procesamiento de 10 muestras con los 4 lisantes en estudio.

La tabla 08 muestra los porcentajes promedio incluyendo la desviacion estandar por
cada lisante. La pérdida celular promedio fue de 46.04% bajo la metodologia
marcado-lisado-lavado. La solucién lisante que mayor pérdida presenté fue
Excellyse Easy, mientras que la menor fue mostrada por los lisantes Optylise C,
Facs Lysing, Excellyse I present6 un rendimiento medio. A pesar de las diferencias,
luego de la evaluacion estadistica mediante la prueba ANOVA para muestras
repetidas no se encontré diferencias significativas (p<0.05) para la evaluacion de

pérdida celular entre los diferentes lisantes.
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Lisantes FACS Excellyse Excellyse | Optylise C p valor

Lysing Easy
Porcentaje de 42.18+ 54.27+ 45.37+ 42.36% 0.218
pérdida 13.81 17.33 16.05 19.38
celular
(Leucocitos
totales)

Tabla 08: Porcentaje de pérdida celular promedio tomando en cuenta los leucocitos
totales entre los diferentes lisantes. *Test de Anova para muestras repetidas.

(p<0.05), (Fuente: Propia)
ii.  Distribucion de las poblaciones:

En la tabla 09 podemos observar la frecuencia de las poblaciones celulares
obtenidas luego del procesamiento con los 4 lisantes evaluados, los porcentajes
encontrados son similares. Para determinar si la variacion es significativa se aplicd
la prueba de Anova para muestras repetidas tomando como referencia el lisante
patrén (FACS Lysing) no se observé diferencias significativas en las poblaciones
mayoritarias como neutréfilos, monocitos, linfocitos y eosindfilos. Sin embargo, la
poblacién de basofilos si mostré diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

Lisante FACS Excellyse Excellyse I Optylise C P
Lysing Easy valor*

Neutrdfilo 47.74 £10.24 4721 £9.52 47.83 + 49.10 = 0.571
9.13 10.46

Monocito 7.61 £2.36 7.78 £2.51 8.19+3.25 7.61 £2.76 0.314

Linfocito 38.97 £6.67 40.21 £7.66 38.05 37.08 £7.06 0.193
6.81

Eosinéfilo 4.55 +6.53 3.73+£4.74 4.96 +7.24 5.29 +7.68 0.215

Basoéfilo 1.11 £0.47 1.05+0.43 0.97 £0.47 0.90 £0.44 0.024*

Tabla 09: Frecuencia de las poblaciones celulares en sangre periférica con los
diferentes lisantes probados. *Test de Anova para muestras repetidas. (p<0.05),

(Fuente: Propia)
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Por lo cual para los basoéfilos se aplicé la comparacidon por pares encontrandose
diferencias significativas entre el lisante patrén, Optylise C y Excellyse I como se
puede observar en la tabla 10. Sin embargo, estas diferencias pueden deberse a la

baja frecuencia de esta poblacién celular.

% Basofilos Mean Difference  Std. Error P ICal95% *
FACS_LYSING - EXCELLYSE_EASY -0.411 0.163 0.1969 -0.961 a 0.138
- EXCELLYSE_I -2.564 0.299 0.0001 -3.570 a - 1.559
- OPTYLISE_C -3.034 0.157 <0.0001 -3.561 a -2.506

Tabla 10: Comparacion por pares para Basoéfilos entre Facs Lysing y los lisantes en

evaluacion. *Prueba de Bonferroni(p<0.05), (Fuente: Propia)

iii.  Separacion entre linfocitos y debris

La mejor discriminacion entre linfocitos y debris luego de la evaluacion de las 10
muestras se logré con Optylise C y Excellyse I con un Stain Index promedio de
5.05 £0.46 y 4.58 + 0.78 respectivamente. Los lisantes con menor resolucién para
diferenciar linfocitos y debris fueron Facs Lysing y Excellyse I como se observa en
la tabla 11. Al aplicar el test de Anova se observé diferencias significativas entre
los grupos p<0.05; por lo cual se aplicé la comparacion por pares mediante la
prueba de Bonferroni (tabla 12) se evidencié diferencias significativas entre Facs
Lysing, Optylise C y Excellyse I; mientras que Facs Lysing frente a Excellyse Easy

no mostro significancia estadistica.

Finalmente se consideran a Optylice C y Excellyse I como mejores opciones para

este paramétro por facilitar la discriminacion entre el debris y las poblaciones de

linfocitos.
Lisantes FACS Excellyse Excellyse I Optylise C P value*
Lysing( Easy (n=10) (n=10) (n=10)
n=10)
Stain Index 2.01 + 2.42 +£0.58 458 +0.78 5.05 £0.46 <0.001*
0.41

Tabla 11: Stain Index (Calculo de la separacion entre el debris y linfocitos en

FSC) *Test de Anova para muestras repetidas. (p<0.05), (Fuente: Propia)
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Stain Index Mean Difference  Std. Error P* 95% CI*
FACS_LYSING - EXCELLYSE_EASY -0.411 0.163 0.1969 -0.961 a 0.138
EXCELLYSE_I -2.564 0.299 0.0001* -3.570 a -1.559
OPTYLISE_C -3.034 0.157  <0.0001*  -3.561 a-2.506

Tabla 12: Prueba de Bonferroni para la separacion entre el debris y los linfocitos

(Stain Index). *Prueba de Bonferroni(p<0.05), (Fuente: Propia)

iv.  Distribucion en FSC y SSC
Para evaluar este punto se us6 la herramienta Merge del software Infinicyt, que
superpone las adquisiciones del instrumento patrén procesadas con Facs Lysing
frente a las mismas muestras adquiridas en Novocyte Advanteon procesadas con
los lisantes en evaluacion. La tabla 13 muestra los resultados obtenidos tomando en
cuenta las medias y el nimero de muestras que se encuentran en 1DS, 2 DS y >2
DS para cada poblacién. Para los neutréfilos, monocitos y linfocitos el de mayor
similitud fue Excellyse Easy; sin embargo, para las poblaciones de eosinoéfilos y
basdfilos todas las muestras cayeron fuera de las dos desviaciones estandar.
Optylise C presenté distribuciones similares al patrén para neutréfilos, monocitos
y linfocitos, pero para baséfilos el 50% de las muestras cay6 fuera de las dos
desviaciones estandar. Para eosindfilos el total de muestras tuvo dispersiones por
encima de 2 desviaciones estdndar. En el caso de Excellyse I mostr6 menor
variacién de las dispersiones de poblaciones frente al lisante patrén; solo en 4
muestras en el pardmetro de neutrdfilos, tuvieron dispersién mayor de 2DS, para el
resto de las poblaciones el total de muestras esta entre 1 y 2 DS. Los resultados se
muestran en el grafico 4. De acuerdo con estos hallazgos el lisante que muestra
mejor superposicion en los parametros de dispersion FSC/SSC es Excellyse I, este
parametro es clave para la evaluacion con la base de datos debido a que es uno de
los pasos del algoritmo del software, para el reconocimiento automdtico de las

poblaciones.
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Facs Lysing/E Facs Lysing/Optylise C

SSC-A

FSC-A

Grifico 4: Superposicion grafica de las diferentes subpoblaciones en FSC/SSC,
en verde los archivos del lisante patrén, rosado-fucsia (Excellyse Easy), azul-
celeste (Optylise C), amarillo-naranja (Excellyse I). Visualmente se observa mejor
superposicion de todas las poblaciones con el lisantes Excellyse 1. (Fuente:

Propia)

Facs OPTYLISE C EXCELLYSE EASY EXCELLYSE I
Lisyng

Poblaciones 1DS 2DS >2DS 1DS 2DS >2DS 1DS 2DS >2DS

NEU 4 6 0 9 1 0 1 5 4
MON 0 10 0 10 0 0 0 10 0
LIN 10 0 0 10 0 0 8 2 0
BAS 0 5 5 0 0 10 0 10 0
EOS 0 0 10 0 0 10 10 0 0
TOTAL 14 21 15 29 1 20 19 27 4

Tabla 13: Evaluacién de los lisantes basdndose en las medias y desviacion

estandar (Fuente: Propia)

v. Pérdida de fluorescencia y aumento del CV
En el grifico 5 se muestra el diagrama de cajas en base al promedio de los indices
de fluorescencia media + desviaciones estdndar de las 10 muestras evaluadas por

cada fluorocromo. La mayor pérdida de fluorescencia se observé en PE para las
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muestras procesadas con Optylise C, ademds se evidencié disminuciéon de IFM en

APC en las muestras procesadas con Excellyse Easy ambas con significancia

estadistica, como se puede observar en las tablas 15y 16.
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Grafico 5: Evaluacion de la pérdida de Intensidad de Fluorescencia Media por los

lisantes (IFM x10%) *Test de Anova para muestras repetidas. (p<0.05), (Fuente:

Propia)
Fluorocromo FACS Lysing Excellyse Easy Excellyse | Optylise C p value
FITC 91.19 £27.49 90.09 +26.14 100.5£30.01 101.41 £27.77 <0.001
PE IFM 7.61+£1.69 7.21+£1.52 9.23+2 410+1.44 <0.001*
PercpC5.5 IFM 1.38 £0.10 1.37£0.10 1.43 £0.09 1.37£0.49 0.19
PECy7 IFM 10.72 £0.99 10.55 £1.01 12.55 £2.08 11.20£2.17 0.006
APC IFM 3.10 £ 0.57 310.60 49+1.70 492 +£1.72 0.003*
APCCy7 IFM 5.50 £ 0.43 5.35+0.35 6.93 £ 0.67 6.77 £ 0.66 <0.001
PB IFM 16.87 £ 0.74 16.52 £ 0.98 17.6 £1.91 15.90 £2.07 0.031
PO IFM 10.40 £ 0.48 10.27£ 0.54 11.15+£0.30 10.74 £ 0.64 < 0.001

Tabla 14: Evaluacién de la pérdida de florescencia (IFM x10%) respecto al lisante

de referencia. *Test de Anova para muestras repetidas. (p<0.05), (Fuente: Propia)
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IFM PE Mean Difference  Std. Error P* 95% CI*
FACSLYSING - EXCELLYSE_EASY 4058.594 1466.356 0.1310 -874.527 to 8991.715
- EXCELLYSE_I -16200.556 3802.659 0.0127  -28993.473 to -3407.639
- OPTYLISE_C 35107.121 4007.689  0.0001*  21624.440 to 48589.802

Tabla 15: Prueba de Bonferroni para los IFM de PE de los fluorocromos. *Prueba

de Bonferroni(p<0.05). (Fuente: Propia)

IFM APC Mean Difference  Std. Error P* 95% CI*
FACS_LYSING - EXCELLYSE_EASY 990.664 291.044  0.0470* 11.534 a 1969.794
- EXCELLYSE_I -18572.056 4835.025 0.0238 -34838.064 a -2306.048
- OPTYLISE_C -18205.984 4868.383 0.0278 -34584.214 a -1827.754

Tabla 16: Prueba de Bonferroni para los IFM de APC de los fluorocromos.

*Prueba de Bonferroni(p<0.05). (Fuente: Propia)

En la tabla 17 se muestra el promedio de los coeficientes de variacion (CV) de los

ocho flurocromos evaluados con los diferentes lisantes. En los fluorocromos PE y

Pacific Blue (PB) observamos diferencias significativas, el mayor incremento de

CV respecto al lisante patron se observo en PE con el lisante Optylise C, cuando se

evalué PB por la prueba de Bonferroni no se observo significancia estadistica frente

al lisante patrén. (Tabla 18 y 19)

Fluorocromo FACS Excellyse Excellyse | Optylise C P value

(CV) Lysing Easy

FITC 22.61 22.35+2.62 24.28 +2.51 21.80+1.29 0.102
2.16

PE 97.58 + 101.63 = 95.10 £25.15 127.59 £ 31.78 <0.001*
20.66 23.80

PERCPCYS.S 20.46 £ 0.92 20.73 £0.88 21.11 +£1.16 21+1.18 0.109

PECY7 41.29 £ 6.33 42.93 +7.44 43.54 +8.62 45.97 +8.84 0.228

APC 36.20 +4.75 36.33 +5.64 33.55 +2.71 33.13+1.97 0.135

APCC7 80.14 £ 80.39 = 70.20 £21.13 69.62 +20.35 0.101
12.46 12.40

PB 43.20 +£3.14 43.74 £ 3.71 47.66 +7.05 48.94 +7.63 0.014*

PO 34.83 + 24.85+1.43 25.27 £1.06 26.39 +1.09 0.233
22.83

Tabla 17: Coeficientes de variacion de los fluorocromos. *Test de Anova para

muestras repetidas. (p<0.05). (Fuente: Propia)
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CV PE Mean Difference Std. Error P* 95% CI*

FACS LYSING - EXCELLYSE EASY -4.050 2248 0.6305 -11.612a3.512
- EXCELLYSEI 2.398 3.730 1.0000 -10.151 a 14.947
- OPTYLISEC -30.003 4.665  0.0007* -45.696 a -14.310

Tabla 18: Prueba de Bonferroni para los CV de PE de los fluorocromos. *Prueba

de Bonferroni(p<0.05). (Fuente: Propia)

CvVPB Mean Difference  Std. Error P* 95% CI 2
FACS LYSING - EXCELLYSE EASY -0.543 0.560 1.0000  -2.426 a1.340
EXCELLYSE | -4.463 1.460 0.0819  -9.376 a 0.450
OPTYLISE C -5.740 1.837 0.0733 -11.919a0.439

Tabla 19: Prueba de Bonferroni para los CV de PB de los fluorocromos. *Prueba

de Bonferroni(p<0.05). (Fuente: Propia)

Luego de la evaluacién de todos los parametros podemos resaltar que en cuanto a
la pérdida celular no se evidencio diferencias significativas entre los diferentes
lisantes en evaluacion, solo se observo variaciones en la distribucién de las
poblaciones celulares de basoéfilos para los lisantes Excellyse I y Optylise C. Sin
embargo, en el resto de las poblaciones mds abundantes no se evidencio variaciones

significativas.

Finalmente, luego de la evaluacion de 3 lisantes diferentes en el citometro Novocyte
Advanteon, la solucién de lisis que ofrece un rendimiento similar a la referencia
corresponde al Excellyse I que demostrd una buena superposicion en los pardmetros
de dispersion FSC/SSC, permite una adecuada discriminacién entre linfocitos y
debris, ademds un bajo CV, sin evidencia de pérdida de fluorescencia, ni

poblaciones celulares.

= CALCULO DE VALORES TARGET (IFM) PARA NOVOCYTE
ADVANTEON EMPLEANDO MATERIAL DE REFERENCIA
(PERLAS RAINBOW).
Luego del ajuste del instrumento patrén de acuerdo con lo recomendado por el
protocolo Euroflow se realiz6 la adquisicion de los controles de compensacion en
ambos equipos sin aplicar ninguna matriz, se realizaron los ajustes descritos en el
capitulo anterior para establecer voltajes en Novocyte Advanteon, Con estos
voltajes se realiz6 la adquisicion de las perlas Rainbow Beads y se obtuvieron los

valores de IFM y CV en tres dias distintos.
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Los parametros de SSC y FSC fueron establecidos con sangre periférica lisada de
donantes en base a los valores 52 000 y 220 000 respectivamente. Para los canales
de fluorescencia se obtuvo el promedio y se eligi6 el pico de referencia
considerando el de mayor IFM que permanezca dentro de escala y con menor CV.
En base a estos puntos se selecciond el séptimo pico como referencia, en la tabla 20
se muestra los valores de IFM y CV obtenidos, los valores MFI referenciales se
usaron para ajustar los voltajes de Novocyte Advanteon para el siguiente

experimento y evaluar su utilidad.

Fluorocromo IFM Cv
FITC 100753 2.83
PE 180057 2.60
PERCPCYS5.5 469455 3.20
PECY7 31687 4.68
APC 557260 4.35
APCC750 126327 5.14
PB 465826 4.12
0C515 323625 4.49

Tabla 20: Valores de Target de IFM y CV de Novocyte Advanteon. (Fuente:
Propia)

= EVALUACION DE LA ESTANDARIZACION MEDIANTE EL
PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO AUTOMATICO POR LA
BASE DE DATOS

i. Evaluacion de la base de datos
Para corroborar la estandarizacion se usé la base de datos de software Infinicyt, una
vez elegido el lisante y establecido los ajustes de voltajes en base a los valores diana
obtenidos en los pasos anteriores, se realizo la prueba final con la corrida de 25
muestras de sangre periférica marcados con el Kit LST. Sin embargo, se retiraron

5 muestras por defectos en la técnica de procesamiento.

Las 20 muestras fueron marcadas con el kit de LST lisadas con el lisante patron y
adquiridas en Facs Canto II, para Novocyte Adavanteon fueron lisadas con
Excellyse I, para luego ser analizadas mediante la herramienta de base de datos del

Software Infinicyt el cual compara con archivos precargados que fueron procesados
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bajo protocolos estandarizados, los reconoce automaticamente y los categoriza en

la poblacién correspondiente.

Se obtuvo un alto porcentaje de reconocimiento de la base de datos > 95% en 19/20

casos, solo un caso obtuvo 91.3%. De esta manera se demuestra que nuestros

resultados son comparables a los procesados bajo las recomendaciones Euroflow y

que el protocolo propuesto es til para la estandarizacion de Novocyte Advanteon.
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analizado en la base de datos. (Fuente: Propia)
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Gréfico 7: Archivo procesado con el lisante Excellyse I, adquirido en Novocyte

Advanteon y analizado en la base de datos. (Fuente: Propia)

ii. Evaluacion de los porcentajes celulares
Como dato adicional se realiz6 el anélisis de los porcentajes celulares entre ambos
equipos de las principales poblaciones y como se muestra en el grafico 08 y la tabla
21 se observaron resultados semejantes. Para el andlisis estadistico de la
comparacion entre Advanteon y Facs Canto II se realiz6 la prueba de correlacion
de Pearson, que mediante un dispersograma se observo la linealidad de ambos
métodos. Ademads, se evalud la concordancia por el coeficiente de correlacion de
Lin. Los anélisis se realizaron en MedCalc® Statistical Software versién 20.027
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2022). Como
se muestra en la tabla 21 y en el grafico 8 se observd buenas correlaciones para
todas las poblaciones evaluadas >0.96% para todas las poblaciones y con
significancia estadistica p<0.05. Para realizar un andlisis més fino ya que muchas
veces las pruebas de correlacién no son tan exactas se hizo la prueba de Lin
obteniéndose una concordancia casi perfecta >0.99 para los linfocitos NK,
sustancial >0.95 para el resto de las subpoblaciones linfocitarias, neutrofilos,

eosinofilos y moderada >0.90 para las poblaciones de monocitos. Demostrando de
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Grifico 8: Evaluacion de las correlaciones de los porcentajes celulares entre el

instrumento de referencia y Novocyte Advanteon. (Fuente: Propia)

Parametros Coeficiente de Coeficiente de
concordancia de correlacion de Exactitud
LIN Pearson
Linfocitos 0.97 0.97 0.99
Linfocitos T 0.97 0.97 0.99
Linfocitos B 0.98 0.98 0.99
Linfocitos NK 0.99 0.99 0.99
Eosinofilos 0.98 0.99 0.99
Neutrdfilos 0.96 0.96 0.99
Monocitos 0.94 0.97 0.96

Tabla 21: Comparacion de poblaciones celulares y linfocitarias del kit LST entre

Novocyte Advanteon y el instrumento de referencia. (Fuente: Propia)

Finalmente, en base a los experimentos desarrollados se demuestra la
estandarizacion para el estudio de linfocitos tomando en cuenta los ajustes
propuestos. Los archivos obtenidos son comparables a la base de datos, que fueron
procesados de manera estandarizada en diversos centros y con diferentes
instrumentos. Mediante el uso del lisante recomendado Excellyse I y los valores
Target obtenidos con las Rainbow Beads, se logré un reconocimiento mayor al 90%
en el total de casos y >95% en el 95% de las muestras de donantes sanos evaluadas.
Ademads, no se observé diferencias significativas en los porcentajes celulares que

influyan en la interpretacion diagndstica.
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CAPITULO IV: DISCUSION
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La citometria de flujo es una técnica que cumple un rol importante en el diagndstico
y seguimiento de neoplasias hematoldgicas y es reconocida por la OMS. (29) En
ese sentido, La necesidad de obtener datos objetivos y reproducibles en los que
poyar la toma de decisiones, es un requisito de cualquier prueba diagndstica
incluida la citometria de flujo.(5), por lo cual es necesario el uso de procesos
estandarizados que reduzcan la variabilidad entre diferentes laboratorios, aunque se

usen diferentes instrumentos.

A pesar de sus limitaciones por la gran variabilidad en la técnica y el lanzamiento
de diversas tecnologias, es importante armonizar los procesos de acuerdo a
recomendaciones estandarizadas con los reactivos y equipos disponibles. Se tom6
como referencia a Euroflow debido a que su propuesta involucra todo el proceso,
el enfoque en el diagndstico de neoplasias hematoldgicas y su amplio uso en
Latinoamérica. En ese sentido la presente investigacién propone un protocolo de
ajuste de instrumento y lisante para la estandarizacion de Novocyte Advanteon con
resultados comparables a los obtenidos usando el equipo y lisante recomendado por

Euroflow.

En principio Novakova et al. realizé un estudio previo con una version anterior del
instrumento Novocyte, sin embargo no se obtuvieron buenos resultados por las
caracteristicas intrinsecas del mismo, los detectores compartidos dificultaron el
proceso(4). En base a esas recomendaciones en la presente investigacion se usaron
versiones mds recientes y con detectores independientes de manera que fuera
posible realizar el ajuste de voltajes para cada fluorescencia, previa evaluacion de
la configuracién Optica del instrumento y valorar que cuenten con los laseres rojo,
azul y violeta, ademds verificar los filtros necesarios para los fluorocromos

propuestos. La version Novocyte Advanteon VBR cumplia con estos lineamientos.

Con respecto al estudio de voltajes existen varios protocolos planteados en la
literatura Cornel et al planteé dos protocolos distintos en base a perlas de
calibracion y con perlas de compensacion obteniendo los mejores resultados con
perlas de compensacion marcadas individualmente con un CV <15%(6).
Asimismo, Novakova et al. Recomienda el ajuste en base al uso de perlas de tipo

IIB (coincidencia espectral) logrando que las adquisiciones estandarizadas en
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cualquiera de las plataformas y este protocolo pueda ser usado en cualquier nuevo
instrumento.(4) Para nuestros experimentos no contamos con perlas IIB y por temas
de costos optamos por usar muestras de células marcadas individualmente con cada
fluorocromo, similar al planteado por Solly et al. en el cual usaron
polimorfonucleares marcados con CD16 y luego Rainbow Beads demostrando que
es un método viable que permite una sélida armonizacién. Cabe mencionar que en
todos los protocolos mencionados se usé Facs Canto II como instrumento de
referencia, los instrumentos armonizados son de diferentes fabricantes, escalas y
rango dindmico que mediante conversiones matemdticas fue posible la
estandarizacion. Tomado en cuenta estos estudios previos para nuestros
experimentos planteamos el uso de Facs Canto II como instrumento patrén con un
protocolo de células marcadas individualmente que fueron usados para dos
objetivos el ajuste de voltajes y como controles de compensacion, fueron corridos
por tres dias para reducir la variacion diaria del instrumento, también usamos
Rainbow Beads para obtener valores target de acuerdo a lo recomendado por lo
recomendado por Kalina et al. en la propuesta de ajuste de instrumento del grupo
Euroflow (3) y en el futuro pueda realizarse el ajuste de voltajes en base a los

valores objetivos hallados.

Una de las principales dificultades al momento de realizar la armonizacion de
equipos fue la variabilidad en las senales de dispersion FSC y SSC debido a las
diferencias en las configuraciones entre fabricantes como lo describe Glier et al. En
el presente estudio también se tuvieron las mismas dificultades, como se muestra
en las graficas de la seccion de resultados la dispersion de eosinodfilos en FSC
usando el lisante Facs Lysing es distinta en Novocyte Advanteon, por esta razén y
en base a observaciones previas se decidié probar lisantes que nos proporcione
dispersiones parecidas a las obtenidas en el instrumento patrén y de esta manera
reducir la variabilidad en las adquisiciones. Usamos Facs Lysing como lisante
patrén ya que es el lisante recomendado y el que mostré mejores resultados en los
protocolos de Euroflow (20) Luego de la evaluacién de tres lisantes se opt6 por el
lisante Excellyse 1 ya que mostro dispersiones similares en FSC/SSC, buena
separacion entre el debris y linfocitos, conservando todas las florescencias

estudiadas incluso los tdndems, sin evidencia pérdidas significativas de celularidad
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respecto al lisante patrén y sin incrementos significativos de CV. Estos puntos de
evaluacion para la prueba de lisantes fueron tomados en base a los abordados por
Flores Montero et al. (22) y X. Bossyut et al.(30) De esta manera demostramos que
el lisante tiene un impacto en la inmunofenotipificacion y puede influir en la

dispersion FSC/SSC.

La pérdida de fluorescencia en PE y APC mostrada por Optylice C podria explicarse
por el protocolo recomendado por el fabricante, ya que los lisantes a los que se
agrega formol al final muestran menores IFM, segin lo sefialado por Flores

Montero et al.(22)

Para la evaluacion final de la estandarizacion se tom6 como referencia la base de
datos del Software Infinicyt, ante la poca disponibilidad de ejecutar un estudio
multicéntrico que se establecié como una limitante de la investigacion realizada; la
comparacion por esta modalidad fue una opcion mads viable, debido a que esta
herramienta estd conformada por archivos procesados en diversos centros bajo los
estandares de Euroflow tomando en consideracion la variabilidad bioldgica y
técnica respecto a diferentes laboratorios, instrumentos y operadores. (31) Los
resultados obtenidos tiene un reconocimiento automatico por la base de datos >95%
en 19 de 20 caso evaluados, en el caso restante se obtuvo un reconocimiento >91%
estos resultados son similares a los obtenidos por Flores Montero et al. que obtuvo
>95% en muestra normales evaluadas durante el armado de la base de datos LST,
cuando se realizaron la evaluacion de porcentajes celulares entre ambos métodos se
obtuvo buena correlacién con r* >0.96 para todas la poblaciones evaluadas y con
significancia estadistica p<0.05, similares a los obtenidos por Flores Montero et al.
(9) Adicionalmente para complementar la comparacion con la base datos se realizd
la prueba de Lin, la cual también demostré buen desempeiio del citometro Novocyte

en el anélisis de poblaciones linfocitarias.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

57



5.1 CONCLUSIONES

Se concluye que se acepta la hipdtesis ya que los resultados obtenidos demuestran
que es posible la estandarizacidn del citdémetro Novocyte Advanteon para el anélisis
automatizado de linfocitos mediante el uso de la base de datos del Software
Infinicyt 2.0 comparables a los obtenidos bajo las recomendaciones del consorcio

EuroFlow™,

En cuanto a la evaluacion y seleccion de lisantes, se opté por Excellyse I, ya que
demostré6 mejor superposicion en FSC/SSC para Novocyte Advanteon
compardndolos con los archivos del intrumento de referencia procesados con el
lisante patrén; sin evidenciar pérdida de fluorescencia ni poblaciones celulares
significativas. Demostrando que la eleccion del lisante adecuado para el
instrumento puede disminuir la variabilidad de las dispersiones frontales y laterales

ocasionadas por las diferencias en las configuraciones de cada fabricante.

El protocolo usado en la presente investigacion para el ajuste de voltajes en base a
células marcadas y perlas de referencia es util para la estandarizaciéon de otros
instrumentos. Ademds, los valores Target obtenidos pueden ser usados en otros
instrumentos de idénticas caracteristicas, para la obtenciéon de resultados

comparables a equipos estandarizados.

Los resultados de esta investigacion demuestran que es factible el uso de la
herramienta base de datos de Infinicyt con archivos adquiridos en citometros
Novocyte Advanteon, obteniéndose reconocimiento automatico >95% del total de
poblaciones celulares en muestras normales. La alta coincidencia con la base de
datos depende en gran medida del cumplimiento estricto de los protocolos de

marcaje y lisis, segin indicaciones del fabricante y SOP estandarizados.
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5.2 RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones se sugiere desarrollar estudios multicéntricos que
involucre varios equipos de las mismas caracteristicas y determinar la variabilidad
de los valores farget obtenidos en el presente estudio. Asi como el uso de otros

paneles usando muestras normales y patoldgicas.

Se sugiere la evaluacion de lisantes bajo el modelo propuesto u otros estudios mas
amplios, cuando se observe diferencias en los trazados FSC/SSC. Ya que un lisante
adecuado puede disminuir la variabilidad de las configuraciones entre fabricantes y

de esta manera obtener resultados estandarizados.

Se recomienda que todo laboratorio que emplee la citometria de flujo para estudios
diagnosticos y clinicos estandarice sus plataformas de trabajo. Si no se cuenta con
un protocolo o guia armonizada para la estandarizacién, se recomienda seguir
estrictamente los protocolos desarrollados por el fabricante y SOP estandarizados,

ya que tiene un alto impacto en la concordancia con la base de datos.
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ANEXO 1: Formato de Consentimiento Informado

Escuela Profesional de Tecnologia Médica
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO EN
INVESTIGACION

Titulo del proyecto: ESTANDARIZACION DEL CITOMETRO NOVOCYTE
ADVANTEON PARA LA IDENTIFICACION AUTOMATIZADA DE
LINFOCITOS EMPLEANDO LA BASE DE DATOS EUROFLOW, EN UN
LABORATORIO PRIVADO DE LIMA, 2021

Tesistas: Sany Naina Gonzdles Saravia.
Descripcion:

Usted ha sido invitado a participar en una investigacion sobre: Ajustes de instrumento en
el citometro Novocyte Advanteon para el uso de base de datos automatizada. Esta
investigacién es realizada por: Bach. Sany N. Gonzales Saravia, para obtener el grado de
Lic. En Tecnologia Médica por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

El propdsito de esta investigacion es establecer los ajustes en el citometro Novocyte
Advanteon de acuerdos a recomendaciones estandarizadas para que sean compatibles con
la base de datos automatizadas. Para lo cual necesitamos muestras de sangre periférica de
donantes voluntarios sanos.

Usted fue seleccionado para participar en esta investigacién como donante sano, ya que
declara no tener diagnéstico previo de linfoma o inmunodeficiencias. Se espera que en este
estudio participen 25 personas como voluntarios. Las muestras de los donantes sanos seran
marcadas con un kit de LST (Cytognos) para evaluar los ajustes realizados en el
instrumento y compararlo con la base de datos.

Si acepta participar en esta investigacion, se le solicitard asistir al drea de toma de muestra
del laboratorio Cytometric Bioservices SAC para la extraccidon un volumen de sangre de 3
mililitros (1 tubo EDTA), el cual sera recogido por los investigadores en un tubo EDTA,
mediante puncién venosa del brazo.

Riesgos y beneficios

Los riesgos asociados a la toma de muestra pueden ser dolor moderado y pasajero, asi como
sangrado o hematoma en la zona de puncién. Para prevenir el sangrado mantener
presionado el algodén en la zona de puncién al menos por 5 minutos. En caso de
hematomas colocar compresas tibias en el area.

Participar en el estudio no le conlleva ningtin beneficio monetario, la participacion es
voluntaria no remunerada.

Requisitos
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El paciente serd programado para asistir al laboratorio de toma de muestra previa
coordinacién en una fecha y hora determinada, de acuerdo a su disponibilidad. Asistird en
ayunas, el tiempo aproximado que se requiere para la toma de muestra es de 10 minutos
aproximadamente.

Confidencialidad

Las respuestas, asi como los datos brindados y lo observado en el andlisis de las muestras
serdn almacenados en un ambiente con acceso restringido. Las dnicas personas con acceso
a la informacién brindada seran los investigadores. En los datos publicados no se incluirdn
datos personales, nadie fuera del estudio conocerd de su participacion.

Incentivos

La participacién es voluntaria y no serd remunerada. La participacién no generard gastos
para el participante, mas que transporte al laboratorio.

Derechos

Si ha leido este documento y ha decidido participar, por favor entienda que su participacién
es totalmente voluntaria y que usted tiene derecho a abstenerse de participar o retirarse del
estudio en cualquier momento, sin ninguna penalidad. También tiene derecho a no contestar
alguna pregunta en particular.

Si tiene alguna duda o desea mds informacioén sobre esta investigacion, por favor
comuniquese con: Sany Gonzales Saravia o Lic. TM Julia Moya al nimero +51 931825375.

Su firma en este documento significa que ha decidido participar después de haber leido y
discutido la informacién presente en el siguiente formato de consentimiento.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y
se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacién como donante y entiendo que tengo el
derecho de retirarme de la investigacién en cualquier momento sin que me afecte de
ninguna manera. Ademds, confirmo no tener diagnéstico de linfomas e inmunodeficiencias
previo.

Nombre del participante:

*Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de consentimiento
informado.
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Anexo 2: Constancia de verificacion de Expertos

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perii. Decana de América
Facultad de Medicina
Escuela Profesional de Tecnologia Médica

Constancia de Verificacién por Expertos

Proyecto: Estandarizacion del citometro Novocyte Advanteon para el andlisis automatizado de linfocitos en
un laboratorio privado de lima, 2021

Tesista: Sany Naina Gonzales Saravia
Estimado: Dr. Richard Dyer Velarde-Alvarez

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para saludarlo cordialmente y a la vez manifestarle que, conscientes de su
trayectoria y experiencia profesional, solicitarle tenga el bien de revisar y verificar el Instrumento de la tesis
para obtener el grado de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia
Patolégica por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,

INSTRUCCIONES

A continuacion, se presentan 6 criterios, los cuales permitirdn obtener su apreciacion del instrumento de
recoleccion de datos, siendo esto de gran importancia ya que nos permitiré realizar los ajustes correspondientes
y obtener un instrumento mas confiable,

Seilale la pregunta o el
item que debe
N® | CRITERIOS SI [NO | 1 odificarse
I | El instrumento propuesto responde al
problema de investigacion, x
2 | Los items planteados son
comprensibles y adecuados para el
estudio
3 | Los items permitiran lograr los
objetivos del estudio. >(
4 | Las preguntas o items responden a la
operacionalizacion de las variables. )(
5 | El instrumento facilitara el
procesamiento y andlisis de datos X
6 | Agregaria algin item al instrumento. X
Finalmente, completar el siguiente cuadro de conformidad en relacion a sus apreciaciones:
0 1 SR T y » DISTLE ] s 1 )
Nombre del experto: _— 2 ! mes | No

¥

g i e | S | aprobado
A, (R e e

>< Observadbn«:
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Facultad de Medicina
Escuela Profesional de Tecnologia Médica

Constancia de Verificacion por Expertos

Proyecto: Estandarizacion del citometro Novocyte Advanteon para el analisis automatizado de linfocitos en
un laboratorio privado de lima, 2021

Tesista: Sany Naina Gonzales Saravia
Estimado: Lic. TM César Rivera Orcoapaza.

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para saludarlo cordialmente y a la vez manifestarle que, conscientes de su
trayectoria y experiencia profesional, solicitarle tenga el bien de revisar y verificar el Instrumento de la tesis
para obtener el grado de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia
Patolagica por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

INSTRUCCIONES

A continuacion, se presentan 6 criterios, los cuales permitirdn obtener su apreciacion del instrumento de
recoleccion de datos. siendo esto de gran importancia ya que nos permitird realizar los ajustes correspondientes
y obtener un instrumento mas confiable.

Universidad Nacional Mayor de San Marcos .’ (.i i\
Universidad del Peri, Decana de América if Q’ i
x vx &

Sefiale la pregunta o el
it
Ne | CRITERIOS Sl ] Bt i
I | El instrumento propuesto responde al V4
problema de investigacion,
2 | Los items planteados son
comprensibles y adecuados para el 28
estudio
3 | Los items permitiran lograr fos
objetivos del estudio, v
4 | Las preguntas o items responden a la
operacionalizacion de las variables, v
5 | El instrumento facilitard el
procesamiento y andlisis de datos v
6 | Agregaria algln item al instrumento. Ve
Finalmente, completar el siguiente cuadro de conformidad en relacion a sus apreciaciones:
Eiana N ) LECCION DE DATOS
Nombre del experto; Aprobado |  Aprobado con observaciones No aprobado
CEsan Rivgen Oecoprnee X
Sello y firma del E% Observaciones:
Tecndlogo Médico
CTMP 10851
Profesion:. _Té"" OZ)‘}O : ”gdlw ............ Afos de experiencia en el area; ,...... JMQI ..................
- T K = =
aun Do
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos

‘\\\
'J,

Universidad del Perit. Decana de América b:{ i
Facultad de Medicina -{. el ;‘/’
Escuela Profesional de Tecnologia Médica Rt

Constancia de Verificacién por Expertos
Proyecto: Estandarizacion del citémetro Novocyte Advanteon para el andlisis automatizado de linfocitos en
un laboratorio privado de lima, 2021

Tesista: Sany Naina Gonziles Saravia
Estimado: Lic. TM Carlos Jesiis Cortez Rodriguez

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para saludarlo cordialmente y a la vez manifestarle que, conscientes de su
trayectoria y experiencia profesional, solicitarle tenga el bien de revisar y verificar el Instrumento de la tesis
para obtener el grado de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia

-

Patolégica por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
INSTRUCCIONES

A continuacion, se presentan 6 criterios, los cuales permitirin obtener su apreciacion del instrumento de
recoleccion de datos, siendo esto de gran importancia ya que nos permitird realizar los ajustes correspondientes
y obtener un instrumento mas confiable.

Sefiale la pregunta o ¢l
item que debe
N® | CRITERIOS NO | nodificarse
1| El instrumento propuesto responde al
problema de investigacion,
2 | Los items planteados son
comprensibles y adecuados para ¢l
estudio

3 | Los items permitiran lograr los
objetivos del estudio,

4 | Las preguntas o items responden a la
operacionalizacion de las variables.

5 | El instrumento facilitari el
procesamiento y andlisis de datos
6 | Agregaria algiin item al instrumento.

RSP [RNPX 2
(2

d :\A—-.t—‘,.‘k:u‘ o

NomhtdelexM: B ~ Aprobado c ot \';:\,{_’

= SR T | e AN ARR St raan g
CALos Txls Comez, Haveteuez. [ T o
=3 P i i$h 2 3 = 1A = LU=, SR S 5,

)< Observaciones:

cIMe 15682

Profesion:...... Tji.«e.(a(,o...ttémg ....... Afios de experiencia en el drea: ......... &encs

Cargo: .......... 5 M\-Qm’ Institucion: ..... C ‘/TQ\'LE-SQ‘\'CB)QSQ“‘.GSSA<



ANEXO 3: INSTRUMENTO
1. Prueba de lisantes
Criterio 1: Pérdida celular

CITOMETRIA DE FLUJO
HEMOGRAMA FACS LYSING OPTYLISE C EXCELLYSE EASY EXCELLYSE |
Muestra Leuc Leuc Leuc Leuc Leuc
| L% | M% | N% | E% |B% | L% | M% | N% | E% | B% - | L% |M% | N% | E% | B% | L% | M% | N% | E% | B% - | Lo |M%| N% |E% | B%
(cellul) (cellul) (cel/ul) (cel/ul) (cel/ul)
1
2
3
4
5
6
7
8
3
10

Criterio 2: Conservacion de fluorescencia

FACS LYSING OPTYLISE C

IFM poblacion positiva CV poblacién positiva IFM poblacion positiva CV poblacion positiva

Muestra|FITC |PE |Percpcy.5{APC |PECY7 |APCcy7|PB |PO |FITC |PE |Percpcy.5|APC |PECY7Y |APCcy7|PB |PO |FITC |PE |Percpey.5|APC |PECYT |APCcy7|PB |PO |FITC |PE |Percpcy.5|/APC |PECY7 |APCcy7 |PB

(== el = T L e

—
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EXCELLYSE | EXCELLISE EASY
IFM poblacion positiva CV poblacion positiva IFM poblacion positiva CV poblacion positiva
Muestra |[FITC |PE |Percpcy.5APC |PECY7 |APCcy7 |PB |PO |FITC |PE [Percpcy.5|APC |PECY7 |APCcy7|PB |PO |FITC |PE |Percpcy.5|APC |PECY7 |APCcy7PB [PO |FITC |PE |Percpcy.5/APC |PECY7 |APCcy7 |[PB |PO
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Criterio 3: Superposicion de poblaciones y discriminacion de linfocitos del debris
(,\\é;‘: FACS LYSING OPTYLISE C EXCELLYSE EASY EXCELLYSE |
\5& Linfocitos debris stain Linfocitos debris stain Linfocitos debris stain Linfocitos debris stain
MuestraleM IFM |DS |IFM |IFM DS | jhqex [FM |IFM DS |IFM (IFM |DS index [IFM |IFM DS IFM |IFM DS | ingex|IFM |IFM DS IFM  |IFM DS index
pos |neg |neg |pos |neg [neg pos |neg |neg |pos |neg |neg pos |neg |neg |pos |neg |neg pos neg neg |pos |neg neg
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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2. Ajuste de voltajes v valores objetivos

Controles de compensacién
Fluorescencias del Kit LST
FITC | PE zjr;g APC | PECy7 | APCC750 | PB |0C515
Mediana FACS
CANTOII
Dia 1 Mediana
calculada
Novocyte
Advanteon
Mediana FACS
CANTOIl
Dia2 Mediana
calculada
Novocyte
Advanteon
Mediana FACS
CANTOIIl
Dia3 Mediana
calculada
Novocyte
Advanteon
Rainbow Beads 8 peaks (Espherotec, Lote EAMO1)
FITC PE PERCPCy5.5 APC PECY7 APCC750 PB 0C515
DIA| DIA| DIA -_| DIA] DIA| DIA DIA| DIA| DIA DIA| DIA | DIA - | DIA| DIA| DIA - | DIA| DIA| DIA - | DIA| DIA| DIA - | DIA| DIA| DIA
| 5 | 3 Promedio 1 5 3 Promedio 1 2 | 3 Promedio 1 o 3 Promedio | 2 3 Promedio | o 3 Promedio | 2 3 Promedio | 2 3 Promedio
PICO 1
PICO 2
PICO 3
Novocyte | pico 4
Advanteon
(IFM) PICO 5
PICO &
PICO 7
PICO &
PICO 1
PICO 2
PICO 3
Novocyte [ picgo 4
Advanteon
(cv) PICO &
PICO&
PICOT
PICO &




3. Evaluacion de la base de datos

Poblaciones
reconocidas por la base
de datos %

Poblaciones
en revision %

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12

Muestra 13

Muestra 14

Muestra 15

Muestra 16

Muestra 17

Muestra 18

Muestra 19

Muestra 20

Muestra 21

Muestra 22

Muestra 23

Muestra 24

Muestra 25




ANEXO 4: AUTORIZACION INSTITUCIONAL

W Universidad Nacional Mayor de San Marcos /',’;‘t'*\\
LRI\ Universidad del Peris. Decana de América i e \)
o J Facultad de Medicina i H
*‘zﬂ'g“ A Escuela Profesional de Tecnologia Médica LT Y
S a N’
Seiior
Agustin Carlos Alberto Zafra Escobar

Gerente General de Cytometric Bioservices SAC
De mi consideracion

Es grato dirigirme a usted y mencionarle que soy bachiller de Tecnologia Médica de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y actualmente me encuentro
desarrollando mi ftesis de grado, con titulo: ESTANDARIZACION DEL
CITOMETRO DE FLUJO NOVOCYTE ADVANTEON PARA EL ANALISIS
AUTOMATIZADO DE LINFOCITOS EN UN LABORATORIO PRIVADO DE
LIMA, 2021. Por lo cual someto a su atenta consideracion la presente solicitud para el
uso de las instalaciones, reactivos, insumos y equipos de su laboratorio. Asi como el
uso de equipos e instalaciones de las instituciones con las cuales presenta convenios
de cooperacion para el desarrollo de proyectos.

Las fechas programadas para el procesamiento de muestras serin de acuerdo a
disponibilidad del equipo, el tiempo proyectado para la ejecucion de los experimentos
es de dos meses aproximadamente. Asimismo, me comprometo a cumplir con las
politicas y normas establecidas en su institucion,

Si esta de acuerdo por favor firme en el formulario adjunto, reconociendo su
consentimiento a esta solicitud. Esperando su gentil colaboracion con el presente
proyecto quedo atenta a su respuesta.

Gracias por su atencion

Atte.

Sany Naina Gonzales Saravia
DNI: 72169438

Cel. 931825375

| GYTOMETRIC BIDSERVICES SALC |

Fechax.

Eirma,

RECIRIDO

i ?- Universidad Nacional Mayor de San Marcos P
SR\ Umiversidad del Perts. Decana de América I e \\
‘ j Facultad de Medicina 1 i
5% Escuela Profesional de Tecnologia Médica \ SEE o
SOLICITUD DE AUTORIZACION EN PROCESOS FORMALES DE INVESTIGACION.
DATOS DE

Nombre y apellidos: Sany Naina Gonzéles Saravia
Entidad / Institucion: Cylomelric Bioservices SAC
Direccion: Av. Del Aire 1308, San Luis, Lima Teléfono: (511) 348 2157 Correo slectronico: contacto@cytometricbioservices.com

— INFORMACION SOBRE LASOLICITUD

Procedimiento a realizar

1. Hlsolicitante esla interesado en el uso del equipo, instalaciones e insumos de su institucion de acuerdo a disponibilidad del
mismo para el desarrollo del presente proyecto.

& Bmmhwmolmuwomummoumdmmmm
cooperacion entre instituciones para la sjecucion de proyecto.

Servicio: Laboratorio de citometria de flujo

FINALIDAD Y UTILIZACION
Objetivo de la solicitud:

mbmamammmﬂ.mmmqmammmam
Asimismo, a ravés del convenio de cooperacion existente entre instituciones como Biolab, sokicito ef acceso al ctometro &
instalaciones de esta entidad, de acuerdo a disponibilidad de las mismas.

Justificacion

£l objetivo dal proyecto es la estandarizacion del citémetro Novocyte Advanteon para el andiisis automatizado de linfocitos. Mediants ef
ajuste de voltajes y seleccion del lisante adecuado para obtener datos compatibles con la base de datos estandarizada del Software
Infinicyt 2.0.

El presente proyecto se busca demostrar que usando equipos & insumos de diferantes marcas se pueden alcanzar resultados
semejantes a los descritos en protocokos estandarizades, haciendo posible el uso de hemamientas de analisis automatizado con la
base de datos del Software Infinicyt, llegando a obtener resultados objetivos en los cuales se puedan apoyar a toma de decisiones
mmm«whmmhmm,wmmmdam“mmbmh
estandarizacion de sus equipos.

Utilizacion
Los datos obtenidos seran usados en ef desarmllo de le tesis para optar por el tiulo de icenciado en Tecnologia Médica en el rea de
Laboratorio Clinico y Anatomia Paologica por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

El solicitante se compromete a:

1. Cumplir con i plan y cronograma de trabajo establecido en las éreas que asi lo autorizaron,

2. Realizar Gnicamente los experimentos autorizados.

3. Estaautorizacion solamente aplica para la realizacion del trabajo referenciado amiba. Si se requiere ampliacion, debera
nuevamente solicitar el correspondiente permiso.

4 Mantener la confidencialidad y la seguridad de la informacion obtenida, haciendo uso de esta Gnicamente para lo
expuesto en esta solicitud

5. Para presentaciones publicas de Ia informacion recolectada se daran los créditos comespondientes a los laboratorios
en mencion,
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ANEXO 5 : INSERTO DE LST

- @ cytognos
cytognos

BESUMEN Y EXPLICACION

La deteccion de linfocitos maduros clonales fenotipicamente aberrantes tiene un papel relevante en el diagndstico de los
sindromes linfoproliferativos crdnicos (SLPC). Los eventos clonogénicos fisnen como resultado la expansion y acumulacion
de linfocitos de fenctipo maduro, los cuales cuentan con una ventaja proliferativa yio de supervivencia sobre sus homdlogos
normalkes.

El kit LST reconoce mediante citometria de flujo los antigenos CD4S, CD3, CDS6, CD4, CDA, CDS, CO20, CD18, TCRwE,
CD38 y cadenas ligeras kappa y lambda, presentes en las diferentes subpoblaciones de linfocitos y células plasmaficas; por
tanto, puede ser utiizado en estudios de caracterizacion inmunofenotipica de los linfocitos y células plasmaticas. Estos
estudios son ampliaments usados para la caraciernizacion y seguimiento de diferentes enfermedades hematologicas -5,

LST e

Lymphoid Screening Tube

P |
- El kit LST contiene suficients wolumen para 25 determinaciones distribuido en viales liofilizados de 5 determinaciones cada

urd ¥ contiena:
mn--mw-m = 5 wiales de 5 test cada uno con la siguiente mezcla liofilizada de anticuerpos para marcaje de superficie:
Antficoarpo anti CO4/CD20-Pacific Blue™ Humano, clon: APA-T4; 2H7, isotipo: IpGi/gG2b
Cl
cD4

co8+ cD19+ Anficuarpo anti CO45-0C515™ Humano, clon: GAS0, isotipo: lgG2a.

Anticuarpo anti COB/SmigA-FITC Humano, clon: UCHT-4/policlonal, isotipo: lgG2al--—.
Anticuarpo anti CO56/SmigK-PE Humano, clon: C5.9¢ policlonal, isotipo: IpG2h'-—.
Anficuarpo anti CO5-PerCP-Cyanine 5.5 Humano, clon: L17F12, isofipo: I0G2a.

Anficuarpo anti COM3 TCRy-PE-CyanineT Humano, clon: SA287/ 11F2, isotipo: 1gG1/1gG1.
Anticosrpo anti CO3-APC Humanao, clon: UCHT-1, isotipo: IgG1.

Anticuerpo anti CO38-APC-C750™ Humano, clon: LD38, isotipo: IgG1.

TCRyS

L I

Ref: CYT-LST

C € Fluorocromo
IMarcador

Para Diagndstico In Vitre

Clon
lsolipo

Reactividad

El formato liofilizado del kit LST mantiene la estabilidad de la mezcla de anticserpos que lo componen. Se recomienda
reconstitwir gada yigl del reactivo con 300 pl de agua destilada.

Mezclar bien cada vial reconstituido en un agitador tipo “roller” durante al menos 20 minutos a temperatura ambients antes
de su utilizacian.

Cenirifgar &l vial reconstituido antes de utilizarlo.

El wolumen no utilizado de los wviales reconstituidos es estable durante un mes desde la fecha de reconstitucion si se
conserva en oscuridad entre 2-8°C.

LOS TUBOS DE COMPENSACION CONTIENEN REACTIVOS LIOFILIZADOS. LEA ATENTAMENTE LAS SIGUIENTES
INSTRUCCIOMNES PARA RECONSTITUIRLOS:

Para reconstituir los tubos de compensacion liofilizados, afadir directamente al tubo el volumen correspondiente de
la muestra destinada a la compensacion: sangre periférica (SP) o esferas. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad y seguir con el protocolo habitual: EuroFlow™ standard operating profocol (SOP) en el caso de SP
{www euroflow.org) o protocolo del fabricante en el caso de las esferas.

Us0 PROPUESTD

El tubo para la evaluacion de poblaciones linfocitarias (LST, Lymphoid Screening Tube) es wn kit que contiene una mezcla
de 12 anticusrpos disefiado para |la deteccion de poblaciones linfoides maduras aberrantas de linea B, T y MNK por
citomefria de flujo. Este tubo de B colores puede utilizarse para evaluar diversas sospechas de afecciones clinicas, como
presencia de linfocitosis, nddulos linfoides aumentados, esplenomegalia, componentes monoclonales en suero, citopenias
sin causa aparente, etc. 1. Este kit debe ser utilizado por personal cualificado en citometria de flujo.

La citometria de fiujo es una tecnologia que permite evaluar simultdneamente diferentes caracterisficas de una sola célula.
Los citdmetros de flujp wilizan un enfogue hidrodinamico o aclstico para presentar células individualmente a uno 0 mas
haces de laser. Cuando las células son interceptadas por la luz, un conjunto de deteciores recupera senales de dos tipos:
las generadas por luz dispersa (FSG/SSC), que reflejan principalments el tamafio celular y la compliejidad intera, y las
relacionadas con la emision de luz de los fluorocromos cuando las células estan marcadas. Las sefales recuperadas son
amplificadas y se convierten en sefales eléctricas para ser frazadas. Cuando se afade el reactive a la muesira, los
anficuerpos marcados con fluorocromos presentes en los reactivos se unen de forma especifica a los antigenos frente a los
‘gue estan dirigidos, permitiendo |la deteccion por citometria de flujo de los diferentes subconjuntos de células.

La poblacion de eritrocitos, que podria dificultar la deteccion de la poblacidn de interés, se elimina utilizando una solucidn
lisante.

Pagina 1 de B Utima revisén: 16,/09,/2020

= 4 tubos de compensacion liofilizados de 1 test cada uno para los conjugados CDS-PerCP-Cyanine 5.5, CD45-
OC515™, CO1 3/ TCAYS-PE-CyanineT y CD38-APC-CTS0™.

Todos los componentes contienen 0,059% (pfv) de azida sodica (Mah:). Los reactivos no son considerados estériles.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El reactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etigueta, cuando se almacena a una temperatura de 2-
B7C. El reactivo no 52 debe congelar ni exponer a luz directa durante el almacanamiento o la incubacidn con las muestras.
Mantener los viales en un lupar seco. Una vez abiertos. los viales deben almacenarse en posicion verical para evitar
posibles demames.

1. Para uso en diagndstico in vitro.

2. 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.

3. Contiene azida stdica 0,09% (piv) (CAS-Nr. 26628-22-8) como conservante, pero adn asi se debe tener cuidado para
evifar la contaminacidn bacteriana del reacfivo puesio que en esas circunstancias podrian obtenerse resultados

incormecins.

Indicaciones de peligro:

Haoe Mocivo en caso de ingestion

Indicaciones de prudencia:

P264 Lavarse concienzudamente tras [a manipulacidn.

P270 Mo comer, baber ni fumar durante su utilizacion.

P301+P312 En caso de ingestidn, llamar a8 un centro de informacion toxicoldgica o a un médico en caso da
malestar.

P301+P330 En caso de ingestion, enjuagarse la boca.

P501 Eliminar el contenido/el recipiente de conformidad con la nomativa local, regional, nacional o

internacional.

4. Todas las muesiras biologicas v los materiales con los que estén en contacto deben considerarse como riesgos
biclaqicos. Se recomienda su manipulacion como sustancias capaces de transmitir infecciones & y desecharse con las
precauciones reglamentarias establecidas para este tipo de productos. Se recomienda su manipulacion con ropa v
guantes protectores apropiados v su uso por personal suficientements cualificado para |las técnicas descritas. Evitar sl
contacto de las muesiras con la piel v las membranas mucosas, en caso de contacto lavar inmediatamenta con
sbundante agua.
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5. La utilizacidén del reactivo con diluciones, tiempos de incubacidn o temperaturas diferentes de los recomendados pueds
provocar resultados emrdneos. Cualguiera de estos cambios deben ser validados por el usuario.

6. Cualguiar incidente grave relacionado con el producto debe comunicarse a Cytognos, asi como a la autoridad
competente del Estado miembro en el gue esté esiablecido &l usuario.

EBQCEDIMIENTO

Material requerido pero no suministrado
« Citémetro de flujo equipado con 3 laser (8 colores o mas, como Omnicyt” ) v el hardware y softwars adecuado.
« Tubos de ensayo adecuados para la adguisicion de las muestras en el citdbmetro de flujo ufilizado. Habitualmenis
se utilizan tubos con fondo redondo de 5 mL, 12x75 mm
Pipeta automatica y puntas
Tubos conicos de 10 mL
Crondmetro
Pipeta Pasteuwr o sistema de vacio
Agitador Vortex
Cenfrifuga
‘Solucidn lisante de eritrocitos gue contiene fijador
Tampén de lavado: solucion salina tamponada con fosfaio (PBS) con NaMs 0,08% (piv), albdmina sérica bovina
(BSA) 0.2 % (piv) y Acido etilendiaminotetracético (EDTA) 2mM.
# Tampdn de adquisicion: PBS, BSA 0.2 % (pfv) y EDTA 2mM (sin NaMi).

Preparacian
Las muestras se deben recoger en fubos tfratados con anticoagulanie disponibles en el mercado. Se recomienda utilizar
EDTA ' Todos los pasos indicados a continuacion deben realizarse a temperatura ambiente (RT).

Procedimiento recomendado:

1. El tubo LST incluye marcaje de htnunnmuhulnua {Ig] de la suparﬁcin de la membrana celular (Sm). Las
muestras deben lavarse tres veces para las 50 (pasos 1a-1q) para evitar la
tincion no especifica.

a. Pipetear 300 yl de la muesira en un fubo de analisis.
b. Afadir 6 mL de tampon de lavadao.
c. Mazclar bien.

Lienar el tubo hasta 10 mL (agregando tampdn de lavadao).

Centrifugar durante 5 minutos a 540 g.

Retirar el sobrenadante wvsando una pipeta Pasteur o sistema de vacio, pero manteniendo intacto al

precipitado celular.

g. Anfadir 6 ml de tampdn de lavado al precipitado celular.

h.  Mazclar bien.

i

I

ke

~ma

Llenar el tubo hasta 10 mL (agregando tampdn de lavadao).
Centrifugar durante 5 minutos a 540 g.
Retirar el sobrenadante wsando una pipeta Pasteur o sistema de vacio, pero manteniendo intacto =l
precipitado celular.
I.  Anadir 8 mL de tampon de lavado al precipitado celular.
m. Meazclar bien.
n. Llenar el tubo hasta 10 mL (agregando tampdn de lavadao).
o. Centrifugar durante 5 minutos a 540 g.
p. Retirar el sobrenadante usando una pipeta Pasteur o sisterna de vacio sin alterar el precipitado celular.
g. Resuspender &l precipitado celular en 300 plL de tampdn de lavado.

2. Anadir 50 yL de la combinacion de anticuerpos reconstituida sobre 50 plL de precipitado celular resuspendido en =l
paso 1g.

3. Mezclar bien.

4.  Incubar 30 minufos en oscuridad a temperatura ambienta.

5. Anadir 2 mL de una solucidn lisante de eritrocitos con fijador.

6. Mezclar bien.

7.  Incubar durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

8. Coentrifugar durante 5 minutos a 540 g.

8. Refirar el sobrenadanie usando una pipeta Pastewr o sistema de vacio manieniendo intacto el precipitado celular,
dejando un volumen residueal aproximado de 50 pl en cada tubo.

10. Anadir 2 mL de tampdn de lavado al precipitado celular.

11. Mezclar bien.

12. Centrifugar duranta 5 minutos a 540 g.

13. Retirar el sobrenadante usando una pipsta Pasteur o sisterma de vacio manteniendo intacto el precipitado celular,
dejando un volumen residual aproximado de 50 ul en cada tubo.

14. Resuspender el precipitado celular con tampan de adquisicion:

+ 320 pl para adquirir en el Omnicyt ™
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= 200 plL para otros citémetros de flujo
15. Adguirir las células inmediatamente tras el marcaje o almacenar a 4%C (duranie 1 h como maximo) hasta gue se mida
en el citémetro de flujo.
16. Adguirir la muesira a velocidad de flujo media.

Recomendaciones importantes

Para obtener resultados optimos, es necesaro seguir el Protocolo Operativo Esténdar (SOP) de EurcFlow para la
configuracion del Citémetre ™. Encontrard una guia completa en la web gue incluye recomendaciones
para ol ajuste do FEC, SEC y los ajustos do volinje do les PMT, componsacién y suporvisién dol rondimionto dol
instrumanto.

Analisis por citometria de flujo

El analisis de los ficheros marcados con el kit LST puede resultar complejo a la hora de definir las ventanas y regiones da
endlisis de forma manual, puesto que se detectan distintas poblaciones celulares en la misma fluorescencia. Cyfognos
recomienda el uso del software de andlisis Infinicyt™, que es capaz de guardar patrones de expresion conocidos {Imagen da
Referencia) y almacenar estrategias de analisis para ser aplicadas en serie a otras muestras utilizando siempre el mismao
criterio. Encontrard informacién completa sobre Infinicyt™ en la pagina web: www.infinicyt.com

Se recomienda seguir las siguientes indicaciones para el andlisis de los archivos de muesiras marcadas con el kit LST:

1. Seleccionar las células T (CD3+) como primera poblacion a identificar. El kit LST incluye el anticuerpo CO3-APC
como Onico marcador que emite en esa fluorescencia, por lo gue la seleccion de células T es inequivoca.

2. Sobre la poblacidn de celulas T, seleccionar e identificar las subpoblaciones de células T usando los otros
marcadores de célula T incluidos en la mezcla (CD4-Pacific Blus™, CD8-FITG, TCRyS. etc).

3. Una vez que las células T se han clasificado. es recomendable no visualizar esas poblaciones an la pantalla da
analisis y continuar con el andlisis de las células B.

4. La poblacion de células B puede identificarse entonces faciimente en funcién de la expresion positiva de los
marcadores CD19 y CD20, puesto que los otros marcadores conjugados con este fluorocromo no interferiran en el
analisis si las células T no estan visibles en el DoiPlot bidimensional (2DDotPlot).

5. Gobre la poblacidn de células B, seleccionar e identificar las subpoblaciones de células B usando los otros
marcadores de célula B incluidos en la mezcla de anticuerpos (Smigi-FITG, Smige-PE).

6. Una ver que las células B y T han sido clasificadas, se recomienda no visualizar esas poblaciones en la pantalla
de andlisis y confinuar con el andlisis de las células NEL

7. Las células NK pueden entonces identificarse facilmente en base a su expresion CD56 positiva, puesto que las
células positivas para el antigeno Smigk no se muestran en el 2DDotPlot.

B. La poblacion de células plasmaticas se puede identificar mediante su expresion posifiva de CD338.

Espuclﬁc:l:lnd
El antigeno CD3 se expresa en |a superficie de fimocitos maduros y de células T en sangre peariiérica.

/ El antigeno CD4 se expresa en una subpoblacion de células T en sangre periférica, en la mayoria de los timocitos
y en algunas células malignas de origen T. Monocitos y macrifagos presentan una expresion débil de CD4. Los
linfocitos B normales y granwlocifos no expresan el antigeno CD4 en superficie.

* El antigeno CD& esta presente en la subpoblacidn de linfocitos T en sangre periférica, en al B0% de timocitos y en
un nimero limitado de enfermedades de origen T. Los linfocitos B normales, monocitos y granulocitos no exprasan
&l antigeno CDE en superficia.

+  El antigeno CD19 se expresa en la superficie de las células B tanto normales como neoplisicas y no 58 expresa ni
en células T, ni en monocitos ni en granulocitos.

* El anticuerpo poficlonal anti-Cadenas Ligeras Kappa reacciona con |as cadenas ligeras libres Kappa, asi como con
las cadenas Kappa de las moléculas de inmunoglobulina intactas.

+  El anticuerpo policlonal anti-Cadenas Ligeras Lambda reacciona con las cadenas ligeras libres Lambda, asi como
con las cadenas Lambda de las moléculas de inmunoglobulina intactas.

" El antigeno CD56 se expresa en las células MK (activadas y en reposo) en sangre periférica y ademas en una
subpoblacidn de células T CD3+.

*  El antigeno CDS se expresa en linfocitos T y no en células MK La expresidn del antigeno COS es determinante
para la caracterizacidon de varias enfermedades hematologicas.

~  El receptor de células Ty (TCRyS) se expresa en una subpoblacion de células T de sangre periférica y en
timocitos.

" El antigeno CD3E se expresa en células plasmdticas, células T activadas, monocitos, células dendriticas y
macrofagos. El estudio de la expresion de CD38 ayuda a la caracierizacion de varias enfermedades
hemaioligicas.

+  El antigeno CD20 esta presente en la superficie de linfociios B y no estd presente en células plasmaticas.

+*  El antigeno CD45 se expresa en leucociios humanos incluyendo linfocitos, monocitos, granulocitos y eosindfilos.
Eritrocitos. plaguetas y células de origen no hematopoyético no expresan el antigeno CD45.
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Valores esperados

Cada laboratorio debe establecer sus valores normales de referencia para las poblaciones linfocitarias, teniendo en cuenta
que estos valores pueden variar dependiendo de la edad, el sexo o la raza. Los rangos de referencia para las diferentes
poblaciones linfocitarias se detallan en la siguiente tabla y son expresadas como un porcentaje de la poblacién de linfocitos.
Los datos comresponden a n = 69 muestras de donantes de sangre sanos adquindas en un citometro BD FACSCanto Il y
analizadas con el software Infinicyt™ (Cytognos S.L., Salamanca, Espana).

Poblacion celular P:‘m;:‘ M”{"aﬁ;:’)’ o cV (%)
Lintocitos Leucocitos “27‘_ S -2573'.9}81) 278
Células B Lintocitos B 3347
Células B Kappa Céluas B ; oy ’757‘;, 883
Célutas B Lambda Céluias B 1;2015‘7 _’5%;5” 1204
Cetutas T Lintocios S ;&Z‘g 7.98
Células T CD4e Céluias T e 1877
Célutas T CDSe+ Céiutas T e e 31.46
Células TCRyS+ Célutas T (stg % ?'74;) 36.86
Célutas NK Lintocitos (f_g.’g;! 84.37

La siguiente tabla muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) esperada de los diferentes anticuerpos incluidos en el
kit LST para cada poblacion diana. Los datos corresponden a n = 69 muestras de donantes de sangre sanos medidas en un
citometro BD FACSCanto Il y analizadas con el software Infinicyt™.

Media (IMF)£SD  CV

Fluorocromo Pobiacion celular

Anticuerpo (rango) e

Liindy i Chaovco18eCDS m.?é‘éfg” eiians
LAMBDA | FITC Cob0sCD194iCDs (5031557480 | 1989
co3 APC Células T-CD3+/CDd+ [z:;mgg B N [
coe Pacific Blue™ Células T-CD3+/CD4+ f?‘,;:fg;%gi 11,13
cos g Células T-CD34/CDd+ ‘;mg AR
cos FITC Células T-CD3+/CDBes | o727 g_’z’,g':, 11,13
O T | R 915 N K
co1s PE-Cyanine? Células B-CD20+ (e e saves.om | 1188
co20 Pactic Blue™ Células B-CD19+ e | e
o re il A A T
I i i W= O
cDas ocs15™ Linfocitos CD45+/SSC* ‘;g"éﬁ:’;&f;‘gg) 23,20

Exactitud

Los porcentajes obtenidos de las poblaciones linfocitarias mayoritarias con el kit de screening LST de Cytognos fueron
comparados con los resultados obtenidos con la combinacién de anticuerpos propuesta por el Consorcio EuroFlow '/ La
comparacion de las n=69 muestras procesadas con ambas combinaciones muestran que el kit LST puede ser considerado
equivalente. La siguiente tabla indica que los resultados en muestras de sangre periférica son equivalentes en términos de
porcentajes de las diferentes poblaciones linfocitarias. Los datos fueron analizados con el software Infinicyt™.
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Media de s

Madia de LST

sy o v [ o
{rango) {rango) it ey (%)
Linfositos Leucocitos ﬁ *_‘giﬁ? [12::955_‘52?] 1.24 39.03 2780 0.33
Células B Lintaciios Spbak s = 181 7275 3sa7 0.08
g!f‘;' R Céulas B el et 077 B.22 883 021
et Céulas B i ;;fr‘siz;;) 07T 1168 12.04 021
Células T Lintochios ﬁ’%‘ﬁ ‘g':'gz_;iig! 287 15.18 7.88 0.05
Células T-CD4+ | Ciulas T o [ _‘;;_f;:l o7z 15.81 18.77 050
e Células T e il e s | s 2593 3146 0.08
ﬁm £ Céduias T |11 o Illflg i nas 26.88 36.86 D13
Célutas NK Lintociics e e 220 20,83 54.37 .07

“Mao hay diferencias significativas entre los dos grupos (p20.05)

Repetitividad

Se marcaron 12 muestras diferentes de sangre periférica de donantes sanos con dos lotes distintos del kit LST. Cada par
de datos se analizd para evaluar las diferencias en IMF de los diferentes anticuerpos incluidos en el kit LST en ambos lotes.
Los datos se analizaron con el software Infinicyt ™.

Poblacién Media % Diferencias
Anticuerpo  Flusrocromo iR Lote e E sD
Cidiudas B 1| aeoeasz 212724 | 3368
KAREA PE o.67
CO20-C0S.C03- [ a anEEL 45 161sE21 | 4480
Cadiualas B 1 14807 85 ssers | 138
LAMBEA EiTS 1859
Chat-Coa.cii- |, 1214087 176288 | 14
Céludas T 1 481284 sagazs | 1mas
coa ARG 173
CD3/CD4+ 2 | azemom soseny | 1438
Células T i £281.01 s31.08 | a4s
(=12} Paciic Blug™ . =X
OO0 2 £T12.34 g8l | 14
PRrCP- Células T 1 1855475 o 4raoa7 | so0
cos 1
Cpsing 8 ke 2 | iesaiar agzers | 218
1633055 i7a181 | i
coe FiTe G T 137
CO3EDE 2 1611034 ap0801 | 1248
Cdhdas T 1 | asaraz 19139 | #1.06
TCRyE PE-Cyanina™ B35
"y TR CDG 2 263323 a1n.a7 | ass
1 18180.62 aniezs | sy
cona PE-Cyanine? Céiukas B 11.30
o8- 2 1631753 17241 | 1088
1 17311.78 ariess | 1sss
coza Paciic Blus™ Céludas B G020 585
2 | reasses zas06s | 143a
R 1 B472.48 sagns | 1546
cose PE a2
et I 5281.33 12av4a | 2343
Pre— 1 208567 119514 | sres
coas APC-CTS0™ 05
b | [ 1496.22 107834 | 71.74
1 838 54 ass.a3 | 2184
Linfochas
coas ™ . 1683
QS CO4E/BE 2 AET3.73 sreon | z0es

Pagina & de B

[tima revisién: 16,/09,/2020

78



@ cytognos

LIMITACIONES
L

Es recomendable adguirr en el citdmetro las muestras tefidas o antes posible para optimizar los resultados, en
caso contrano podrian marcarse de forma inespecifica células no viables. La exposicion prolongada a reactivos
liticos puede producir la degradacian de los leucocitos y |a pérdida de células de la poblacion de interss.

# La presencia de glébulos rojos nucleados y concentraciones anormales de proteina o hemoglobinopatias pueden
dar lugar a la lisis incompleta de eritrocitos. Estas condiciones pueden dar lugar a recuentos celulares falsamente
bajos puesto que los ertrocitos no lisados pusden ser contados como linfocitos.

# Los resultados obfenidos por citometria de flujp pueden ser ermdnecs si el laser del citdmetro no estd
perfectamente alineado o si los diagramas usados para & analisis no son los adecuados.

« Es importante comprender el patron nommal de exprasion de este antigie'nu ¥ 5uU relacion con la expresion de otros
antigenas relevantes con el fin de realizar un andlisis adecuadg 5 ' 1),

« Para obfener resultados Gptimos se recomienda verificar la precision de las pipetas y que el citdmetro esta
comectamente calibrado.

# Los fluorocromos usados en citometria emiten a distintas longitudes de onda, pero tienen ciero solapamiento
espectral que debe corregirse mediante compensacian electrdnica.

« La fabricacitn de este producio sigue las normas de produccitn y los sistemas de calidad en conformidad con la
narma 150 13485:2016.
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CARANTIA

Este producio esta garantizado sddo en cuanto a su conformidad con la cantidad y el contenido indicados en la etigueta. Mo
hay otras garantias méas alla de ko indicado en la etiqueta del producto. La dnica responsabilidad de Cytognos sa limita a la
sustitucian ded producto o el reembalso del precio de compra.
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CYTOGNOS S.L.

Poligono La Serna, Mave 8

37900 Santa Marta de Tormes

Salamanca (Espaiia)

Taléfono: + 34-823-125067

Fax: + 34-923-125128

Informacion de pedidos: admind@cytognos com

Infarmacion técnica: suppori@cytognos. com

WY DO QIeD 55, GOy

Pacific Blue™. Este producto se proporciona bajo una ficencia de propiedad intelectual de la empresa Life Technologies. La
compra de este producto oforga al comprador el derecho intransferible de utilizar el producio comprado y sus componentes
solo para la idenfificacion, puesta en escena, determinacion de predisposicidn, disgndsticn, prondstico, monitoreo o
tratamiento de enfermedades humanas. Para obtener informacion sobre la compra de una licencia del producto para fines
distintos al diagndstico, contacte con la empresa Lile Technologies, 5791 Van Allen Way. Carlsbad, CA 92008 USA o

outlicensing@lifetech com.
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ANEXO 6: INSERTO RAINBOW BEADS

27845 Irma Lee Circle Dot Plot and Histograms for RCP-30-5A (EuroFlow™) on a

s D herotech Inc. ke SrpstINodly GOGES-8100 BD Biosciences LSRFortessa™ X-20 using Assigned Target Values
Sy oo FACSCanto™ Fluorescence Intensity
http://www.spherotech.com Target Values for RCP-30-5A-7 (Peak 7)
PacificBue | 90855 |  logess 122922
TECHNICAL DATA . Pacific Orange 72.500 85,294 98,088
RCP-30-5A (EuroFlow' =§ are used with the FTe 23292 27402 | 31513
PRODUCT: SPHERO™ Rainbow Calibration EuroFlow™ dardization guidelines to study the PE 32,666 38,430 44,195
Particles, 8 Peaks, 3.0-3.4 ym initial PMT characterization, to set target MFl values, PerCPCyS.5 7674 w0087 78301
- and to perform daily performance tracking of flow 7
CAT.NO.:  RCP-30-5A (EuroFlow™) cytometers. PECy7 7 7.969 5,165
¥ : Ac | esiso | wiiere | i
LOT NO:  EAMOI f‘ Prepar::::n of hms:;‘oms APC-H7 28,594 33.641 38,687
SIZE: 5l 2.Dilute 3-5 drops to | mL of deionized water.
E &3
CONCENTRATION: | X 107 particles/mL B. For the placement of PMT voltages for fluorescence 83 PE
2 measurements Por for the determination of the i e
. T i EuroFlow™ SOP instrument settings visit: E
STORAGE BUFFER: . : ¢ : £ 3 E
?O%&'Lzzi::t:;d“sg',%oﬁﬁw T Kalina, et al. on behalf of the EuroFlow Consortium 385 §§.
(EU-FP6, LSHB-CT-2006-018708) (2012). EuroFlow Pt P
STORAGETEMP:  Stable at room temperature. standardization of flow cytometer instrument settings 3
Store between 2 and 8° C and immunophen ing protocols. Leukemia, 26: &3 &
after first use 1986-2010. Related link: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 2 o A Al o
2 pmc/articles/PMC3437409/ LI . B i 2 B ora 104 0 - ¢
CAUTION: 9;;:: ;r,.?,:ﬁ{gm_ <. For lincarity assessment visic SPHERO™ Technical F
Note #8 Calibration and Performance Tracking of & &
1 f > Flow Cytometer Using SPHERO™ Calibration Particles 83 &
DESCRIPTION: This product contains a mixture 5 https://www.spherotech.com/tech_SpheroTech_ & E
of 34 pm Rainbow Particles in eight different Note 8 heml 5 5 2}.
fluorescent intensities. Every Rainbow particle contains = 88 38 g_
a mixture of fluorophores that enable the Rainbow D, For the determination of the flow cytometer &
particles to be excited at any wavelength from 365 to  sensitivity visit SPHERO™ Technical Note #17 83 8 L=
650 nm. Determination of a Flow Cytometer's Sensitivity 23 J i
Using Detection Efficiency (Q) and the Background (e T T T 102 N R 0 102 ot 108
NOTE: Shake vigorously or vortex Light Level (B) at hitpsi//www.spherotech.com/tech_ i e o
briefly before use. Inclusion of a small amount of SpheroTech_Note |7.html.
detergent in the diluent will help to increase the #
number of singles. Diluted Particles can be stored in 8]
the refrigerator for future use. Expires one year after £
opening. Please record opening date on bottle. 81 ¥ §
8.3 8
Molecules of Equivaient Fluorochrome (MEF) for RCP-30-5A (EuroFiow™) g— 2
| NIA NIA N/A N/A NIA frirr By rrrf A
2 789 443 187 1,137 736 0? we o w* 102 W0 10 105 10? !ﬂ,ooﬂ . w0*
3 1,69 1,245 543 3,041 159 a ol
4 4872 3415 1,536 7.960 4804
s 15619 11,299 5423 25.995 14,248
6 47,116 35.875 17,625 82663 42425
7 143912 112,460 63.989 294,040 113,026
- SPHERO™ Rainbow Calibration Particles (EuroFlow™)
g e e e L) i CATALOG NO: RCP-30-5A EuroFlow™ LOT NO.: EAMOI
941-5349D ¢

941.53490

FOR RESEARCH APPLICATIONS ONLY. NOT FOR DIAGNOSTIC USE.




ANEXO 7: PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA DE LISANTES

Se evaluardn 10 muestras de sangre de donantes voluntarios sanos teniendo en cuenta

el siguiente procedimiento.

4. En un tubo se coloca 100ul de muestra

5. Se anaden 25 ul de Céctel preparado en el laboaratorio con los siguientes reactivos:
CD16 FITC, CD56 PE, CD4 Percp cy5.5, CD64 APC, CD19 PECY7, CD3
APCCY7, CD20 PB, CD45 PO todos de 1a marca (Exbio, Praga, Republica Checa),
informacién disponible en: www.Exbio.com

6. Incubar media hora a temperatura ambiente y oscuridad,

7. Se agrega el volumen de solucién de lisis de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, luego de finalizado el proceso de lisis, continuar los lavados de acuerdo
con las recomendaciones del inserto. (Anexo 9, Anexo 10, Anexo 11). En el caso
del lisante patrén continuar con las recomendaciones del SOP Euroflow, disponible
en: www.Euroflow.org

8. Resuspender con un volumen de 500ul de PBS, solo para el caso de Optylise C
resuspender con PBS formaldehido 0.1% de acuerdo con recomendaciones del

fabricante.

ANEXO 8: PROCEDIMIENTO DE AJUSTE DE VOLTAIJES
1. Ejecutar los protocolos de lavados y retiro de burbujas en ambos equipos.

2. Realizar el control de calidad diario de ambos equipos descritos en sus manuales

respectivos, asegurdndose de cumplir los requisitos.

3. Efectuar el ajuste de FSC/SSC con sangre lisada con Facs Lysing en el caso del
instrumento patrén segtin media de linfocitos FSC: 52 000 SSC: 13 000 (descrito en
SOP Euroflow) y el lisante elegido en el caso de Novocyte Advanteon. Tener en cuenta
las diferentes escalas del instrumento para realizar la conversion. (18 bits en el

instrumento patrén y Novocyte Advanteon 24 bits).

4. Adquirir las perlas Rainbow Beads y realizar el ajuste de voltajes del instrumento

patrén de acuerdo con lo descrito en SOP Configuracion del instrumento y
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compensacion, disponible en www.Euroflow.org. Tomando en cuenta los valores

objetivo “target” recomendados por lote.

5. Procesar los tubos de compensacién bajo los procedimientos descritos en los SOPs

Euroflow y dividir la mitad para cada citdmetro

6. Una vez ajustados los voltajes del citdmetro patrén adquirir y registrar las medianas
de las poblaciones positivas antes de calcular la compensacion, realizar la conversion

para la escala de citometro Novocyte Advanteon.

7. Usando los valores obtenidos en el paso anterior realizar el ajuste de voltajes en

Novocyte Advanteon.

8. Adquirir las perlas Rainbow Beads 8 picos (Spherotec, Lake Forest, IL) usando los

voltajes obtenidos en el paso anterior.
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ANEXO 9: INSERTO DE EXCELLISE EASY

EXCELLYSE Easy
Cat.No. ED7066

1. Intended purpose

Intended use

The EXCELLYSE Easy lysing solution is intended
for red blood cell lysis following antibody
staining of human peripheral biood leukos ytes.

The lysing solution is appropriate for use with
EXBIO single colour monodonal antibodies and
KOMBITEST reagents and may be wsed in both
Iyse/wash and hyse/no wash protocol.
Context of a physiologlca or patholog cal state
Leukocyte analysis and detection in peripheral
blood requires efimination of interfering cedls,
mainly erythrocytes. Ficoll density gradient
method is uwsually wsed to separate leukocytes
from whole blood. This method i rather time
consuming and may bead to a boss of certain
leukocyte subsets. Direct blood sample staining
followed by red blood cell lysis therefore takes
place in dinical lboratories a5 a fast and
acqurate method for whole blood flow cytometry
anatysis.

2. Test principle

The peripheral whole blood spedmen ks stained
with reagent containing spedfic monodonal
antibodies labeled with f dyes. The

dothing/eve protection/face protection.
P301 + P312: IF SWALLOWED Call a
POISOM CENTER ar doctor/physician if vou

unwell
P302 + P352 IF ON SKIN: Wash with plenty
of soap and water.
P332+P313: If skin imitation occurs: Get
medical advice’ attention
P304+P340: IF INHALED: Remove person to
fresh air and keep comfortable for breathing
P305 + P351 + P338: IF IN EYES: Rinse
cautiously with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present and easy to
do. Continue rinsing.
P301: Dispose of contents/container to
authorized facility for dangerous wastes.

# Redblood cells from abmonmal patients may
be resistant to lysis using lysing solutions.

+ Flow cytometer may produce false results if
the device has not been aligned and
maintained appro priately.

« Data may be incomect ly interpreted if
fluorescent signals were compen sated
wrongly or if gates were positioned
inaccurately.

+ Blood samples from abnormal patients may
athibit abnommal values of positive calls.

8. Specimen

The specimen chall be a human, peripheral whaole
blood.Bl:xx‘lmtbeccleda‘lmoam

antibodies in the reagent bind specifically to
leukocyte surface antigons. The stained
specimen is then treated with the EXCELLYSE
Easy lysing solution. which hyses red blood cells
under hypotonic conditions and presarves the
monodonal antibody stained leukocytes for
further flow eytometry analysis.

3. Reagents provided

The content of the vial {100 mi is sufficdent for
1000-2000  tests, respectivdy. The lysing
solution is a 10xconcentrated and must be
diluted 10 with delonized water prior to use (1
volame

of concentrated soltion with % volumes
of deionized water).

4. Materials required but not provided

an dant (eg Heparin, EDTA)L
Collected blood sample has to be retained in
collection tube prior to staining and hysing Refer
to the antibody reagent IFU for storage
restrictions after collec tion.

. Procedure

Lyse/no wash | ysing protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with
an anticoagulant (e g Heparin, EDTA).

2. Follow instructions for whole bload antibody

sta
3. Add 450 pl of diluted lysing solution
per 50 pl of whole blood. Mix the tube witha
werex mixer.
Inc ubate for about 5-10minutes, until the
blurry blood sample solution bacomes dear.
Analyze the sampe immediately using Tlow
or store the sample at 2-8°C in the

'

n

Material necessary for ion of
oo

Suitable Smil test tubes for blood staining
leg. 12 =75mm)

Phosphate buffered saline (PBS)
Dionized wator
Appropriate flusrese ent-dye-labeled
primary,/secondary antibody

5. Equipment required
Automatic pipettes with disposable tips
Vortex mixer

Centrifuge

Flow cytometer

6. Storage and handling

10« concentrated EMCELLYSE Easy store

at 225 °C. The propared solution

1= concentrated) is stable for 1 month when

stored at room temperature

7. Warnings, precautions and limitations
of use

« Intended for In Vitro Diagnostic use in
laboratories outside USA and Canada This
CE-IVD kit s in confarmity with the Ewropean
Directive #8/7%/EC.

# Do not use the reagent after its expiration
date

*« Do not wse if any o or

dal:atdmayzewmm 24 heowrs. Mo further
cell fixation is required. See figures 1 and 2
for example data.

Fig. 1: Peripheral blood lewkocytes dot-glot from
Iysed/nan-washed whale bioad.

a 50K 100K

150K 200K 250K
FEC-H

Fig 2 Jchmi.ﬂcaﬂm of CD45+ hymphotyte

precip itation oocurs.

Do not freeze.

Avoid reagents contaminati on.

Any non-performance of lysing protocol may
produce false results.

Blood samples are considered as potentially
infectious and must be handled with care.
Avoid all contact of the sample with the skin,
eyes and mucosa

The reagent contains formaldehyde, mathanol
and diethylenghycol.

-

H-phrases

H302: Harmful if swallowed.

H315: Cawses skin imit ation.

H317: May cause a\alemc slmluctm

H373: May cause damage to organs through
prolonged of repedted exposure

P-phrases

P22 Do not handle wntil all safety
precautions have been read and understood
P270: Do not eat. drink or smoke when using
this product.

P26(: Wear protective goves/protective

whole blood
ﬁdﬂed \Mm anti-CD45 antibody.

250K

200K -

150K

SEC-A

100K

o' 1 0w 1

<045 PeiCP

Lyse/wash lysing protoc ol

1. Collect peripheral bloodin a sterile tube with
an anticoagulant (e g Heparin, EDTA).

2. Follow manufacturer’s instructi ons for whaole
blood antibody staining.

3. Add 1000 i of diluted kysing solution

per 50 ul of whole blood. Mix the tube witha
e i er.
Incubate for about 5-10 minutes. until the
blurry blood sample solution becomes dear.
cenmhgeﬂletlbe'u‘ 5 minutes at 300g.
d dthe paliet
with 0.2 - 0.5 ml of PBS.
Analyze the samgle immediatety using flow
cytometer or store the sample at 2-8 *Cin
the dark and analyze within 24 hours. No
further cell fixation is required. See figures 3
and 4 for example data.

=

rwlpw‘

Fig. 3: Peripheral bload leckocytes dbl-plol from
Iysed/ washed whole blood.

Fig. 4: ldentification of CD45+ mphacyte
papulation in hysed/washed whole blood stained
with anti-CD45 antibody.

10. Analytical performance

Repeatability and reproducibility

Test of sample repeatabiity. for reagent
KOMBITEST C D3 FITC/ CO16+CD5 6 PE/CDA5
PerCP/CDA% APC. was performed at one clinical
site. Measurements were made on single blood
sample in 12 test tubes in paralld. Cosffidents of
waration (CV) are given in the table bellow.

Lymphacys Suse n Ao g a0 [

% CD3+ 12 a4 08 208
e OD 14+ D56+ 12 29 58 175
% CO17+ 12 173 (12 Aad

Test of sample reprodudbility, for reagent
KOMBITEST C D3 FITC/ CD16+CD5 é PE/CDA5
PeftF‘f’EDl? APC, was performed at one clinical
Measurements were made on stabilized
um sample (Immuno-Troll™ Cells, Beckman-
Coulter) under the same conditions within time
frame of 21 days. Coeffidents of varation (CV)

are ghven in the table bellow.

Lmphocye Subse n meerge | 5D o
% ol Q 77 0w 132
% O+ O 42 111 a8 778
% CD1%+ 42 149 | am 548

11. Clinical performance
mfa

12, References

mfa

13. Manufacturer
EXBIO Praha, as.
Mad Safinou Il 341
25250 Vestec
Crech Republic

hnicalexbi
arders@exbiocs
wiww.exbioez

14. Trademarks
nfa

15. Revision History

« Version 1, ED7066_IFU_vi

Initial Release

« Version 2, ED7066_IFU_vZ

GHS symbols. H- and P- phrases introduced.

= Wersion 3, ED7066_IFU_v3

Registerod trademark issued to EXCELLYSE®,
Manufacturer postal code changed from 25242
to 25250,

« Wersion 4, ED7066_IFU_wh

The smaller version of the product (30 mi vial) is
no longer produced and thus mentioned in IFU.
H- and P- phrases revised.

= Version 5 ED7066_IFU_vG

The company | ogo changed. IFU layout changed.
Registered  trademark  removed  from
EXCELLYSE.

« Version &, ED7066_IFU_vé

Product Use Limitation tect was refined.
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ANEXO 10: INSERTO EXCELLYSE I

EXCELLYSE |
Cat.No. ED7065

1. Intended purpose

Intended use

The EXCELLYSE | lysing solution is intended for
red blood cell lysis following antibody staining of
human peripheral blood leukocytes,

The lysing solution is appropriate for use with
EXBIO single colour monoclonal antibodies and
KOMBITEST reagents and may be used in both
lyse /wash and lyse/no wash protocol.

Context of a phy or pathological state
Leukocyte analysis and detection in peripheral
blood requires elimination of interfering cells,
mainly erythrocytes, Ficoll density gradient
method is usually used to separate leukocytes
from whole blood. This method is rather time
consuming and may lead to a loss of certain
leukocyte subsets. Direct blood sample staining
followed by red blood cell lysis therefore takes
place in clinical laboratories as a fast and
accurate method for whole blood flow cytometry
analysis.

2. Test principle
n/a

3. Reagents provided

The content of the vial (100 ml) is sufficient for
500 - 1000 tests. The lysing solution is ready to
use,

4. Materials required but not provided
Material necessary for collection of peripheral
blood

Suitable 5ml test tubes for blood staining
(e.g. 12 x 75 mm)

Phosphate buffered saline (PBS)

Deionized water

Appropriate fluorescent-dye-labeled
primary/secondary antibody

5. Equipment required

Automatic pipettes with disposable tips
Vortex mixer

Centrifuge

Flow cytometer

6. Storage and handling
Store the EXCELLYSE | at 2-25 °C.

7. Warnings, precautions and limitations
of use

« Intended for In Vitro Diagnostic use in
laboratories outside USA and Canada. This
CE-IVD kit is in conformity with the European
Directive 98/79/EC.

= Do not use the reagent after its expiration
date.

« Do not use if any discoloration or
precipitation occurs.

* Do not freeze.

« Avoid reagents contamination.

« Blood samples are considered as potentially
infectious and must be handled with care.
Avoid all contact of the sample with the skin,
eyes and mucosa,

« The reagent contains formaldehyde and

methanol.

H-phrases

H302+H312+H332: Harmful if swallowed, in

contact with skin or if inhaled.

H317: May cause an allergic skin reaction,

H351: Suspected of causing cancer.

P-phrases

P270: Do not eat, drink or smoke when using

this product.

P280: Wear protective gloves / protective

clothing / eye protection / face protection.

P301+P312: IF SWALLOWED: Call a POISON

CENTER or doctor/physician if you feel

unwell.

P302+P352: IF ON SKIN: Wash with plenty of

soap and water.

P305+P351+P338: IF IN EYES: Rinse

cautiously with water for several minutes.

Remove contact lenses, if present and easy to

do. Continue rinsing.

P501: Dispose of contents/container to

authorized facility for dangerous wastes.

See product Safety Data Sheet for full

information on the potential hazards and how

to work safely with the product.

The flow cytometer should be calibrated on a

routine basis using fluorescent microbeads to

ensure stable sensitivity of detectors.

Any non-performance of lysing protocol may

produce false results.

8. Specimen
Collect peripheral blood in a sterile tube with an
anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

9. Procedure

Lyse/no wash lysing protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with
an anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

2. Follow instructions for whole blood antibody
staining.

3. Add 100 pl of lysing solution per 50 pl
of whole blood. Mix the tube with a vortex
mixer.

4. Incubate for about 2-5 minutes at room
temperature.

5. Add 1 ml of deionized water to the tube, mix
well, and incubate for about 5-10 minutes,
until the blurry blood sample solution
becomes clear.

6. Analyze the sample immediately using flow
cytometer or store the sample at 2-8°C in the
dark and analyze within 24 hours. No further
cell fixation is required. See figures 1 and 2
for example data.

Fig. 1: Peripheral blood leukocytes dot-plot from
lysed/non-washed whole blood, analyzed on BD
FACSCanto™ cytometer.

250K

200K

S5C-A

100K

Q 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-H

Fig. 2: Identification of CD45+ lymphocyte
population in lysed/non-washed whole blood
stained with anti-CD45 antibody, analyzed on BD
FACSCanto™ cytometer.

250K -]

$SC-A

Lyse/wash lysing protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with
an anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

2. Follow manufacturer’s instructions for whole
blood antibody staining.

3. Add 100 ul of lysing solution per 50 ul
of whole blood. Mix the tube with a vortex
mixer.

4. Incubate for about 2-5 minutes at room
temperature.

5. Add 2-3 ml of deionized water to the tube,
mix well, and incubate for about 5-10
minutes, until the blurry blood sample
solution becomes clear.

. Centrifuge the tube for 5 minutes at 300 g.

. Remove supernatant and resuspend the pellet
with 0.2 - 0.5 ml of PBS.

8. Analyze the sample immediately using flow
cytometer or store the sample at 2-8 °C in
the dark and analyze within 24 hours. No
further cell fixation is required. See figures 3
and 4 for example data.

Fig. 3: Peripheral blood leukocytes dot-plot from
lysed/washed whole blood, analyzed on BD
FACSCanto™ cytometer.
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Fig 4: Identification of CD45+ lymphocyte
population in lysed/washed whole blood stained
with anti-CD45 antibody, analyzed on BD
FACSCanto™ cytometer.
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10. Analytical performance

Precision (repeatability and reproducibility)
bility was d by ent ion of
leukocyte subsets in a single blood sample with
KOMBITEST CD3 FITC/CD16+56 PE and
KOMBITEST CD3 FITC/ CD19 PE (both EXBIO
Praha). Measurements were repeated 10 times
during one day using the same blood sample.

Lymphoryte n | Mean | sD | cv)
% CD3" 10 47.4 0.98 2.1
% CD16°CD56" | 10 32.9 0.58 1.8
% CD19" 10 17.3 0.64 3.7
R dudibility was d by ent ion

of leukocyte subsets in Immuno-Troll™ Cells
(Beckamnn Coulter) with KOMBITEST CD3
FITC/CD16+56 PE and KOMBITEST CD3 FITC/
CD19 PE (both EXBIO Praha). Measurements
were performed 14 times during one month
using the same LOT of Immuno-Troll™ cells.

Lymphocyte

Sibast n [ Mean SD | CV(%)
% CD3" 14 728 1.94 2.7
% CD16°CD56° | 14 11.7 0.87 7.4
% CD19" 14 13.2 1.16 8.8

11. Clinical performance

n/a

Interfering substances and limitations

Red blood cells from abnormal patients may be
resistant to lysis using lysing solutions.

Flow cytometer may produce false results if the
device has not been aligned and maintained
appropriately.

Data may be incorrectly interpreted if
fluorescent signals were compensated wrongly
or if gates were positioned inaccurately.

Blood samples from abnormal patients may
exhibit abnormal values of positive cells.

12. References
n/a

13. Manufacturer
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic

info@exbio.cz
technical biocz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

14. Trademarks
n/fa

15. Revision History

« Version 1, ED7065_IFU_v1

Initial Release

» Version 2, ED7065_IFU_v2

GHS symbols, H- and P- phrases introduced.

« Version 3, ED7065_IFU_v3

Registered trademark issued to EXCELLYSE ®.
Manufacturer postal code changed from 25242
to 25250.

» Version 4, ED7065_IFU_v4

The smaller version of the product (30 ml vial) is
no longer mentioned.

« Version 5, ED7065_IFU_v5

The company logo changed. IFU layout changed.
Analytical performance data added. Registered
trademark removed from EXCELLYSE.

« Version 6, ED7065_IFU_vé

Product Use Limitation text was refined.
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ANEXO 11: INSERTO OPTYLISE C

OptiLyse®C
Lysis Solution
A11885
200 tests; 100 mL
0.5mL / test
s ENGLISH Specifications
BECKMAN Ready for use OptiLyse C Lysis Solution

Formulation Buffered liquid solution containing 1.5% formaldehyde

Volume 100 mb
CE€ [imeeroivas T1ua

Volume per test 05mL
USE 5. Formaldehyde Is toxic and slergenic. It Is PROCEDURE

reagent Is Intended for the lysis of red W;Nawﬂtmtm Preparation of the reagent
pipette mouth No Is . Use c

samples for fiow analysis afer ; preparabion Is necessary OptiLyse
staining of leucocytes with Suorescent
antbodies. Use of OptiLyse C Is Wmited

ytes.
A specific staining of leucocytes & first achieved

fixed during this stage, nmnlmdbynow
cytometry.
Preparations must be stored between 2 and 8°C

which correlates the

(

angle light (Forward Scatter or FS).
histograms combining two of the dhm\l
parameters avadable on the cylometer can be
used as supports In the gating stage depending
on the application chosen by the user

The Bucrescence of the delimited cells |s
analyzed In order o distnguish the postively-
stained events from the unstained ones. The
results are expressed as & percentage of
positive events in relation 1o all the events
acquired by the gating.

STORAGE AND STABILITY

OptiLyse C s stored between 18 and 25°C.

Vial closed, the reagent is stable up 1o the expiry
date shown on visl

After opening, the reagent is stable for 90 days.

PRECAUTIONS

1. Do not use the reagent beyond expiry date,

2. Do not store In the refrigerator, do not freeze

3. Mnimize exposure to Kght duing Incubation
with fluorescent antibodies

4. Avold  microbid  contaminason  of  the
reagents, or false results may occur.

SAMPLES

Venous blood or bone marmow samples must be
taken using sterde tubes containing an EDTA
salt as the anticoagutant or ACD or heparin.
The sampies shoud be at rcom
temperature (18- 25°C) and not shaken. The
sample should be homogenized by gentie
agitation prior 10 taking the test sample.

The samples must be analyzed within 24 hours
of venipuncture,

METHODOLOGY

NECESSARY MATERIAL NOT SUPPLIED

o Samplng tubes and matenal required for
sampling. Automatic pipettes with disposable
tps for sampling of 20, 100, 500 and 1000 pL
volumes.

* Plastic haemolysis tubes.

* Caltration beads: Flow-Set™ Fluorospheres
(Ret. 6607007).

* Speatfic fuorescent antibodies

* lsotypic controls.

* Bufter (PBS. 001M sedium phosphate.
0.145 M sodium chloride; pH 7.2).

o Fixation reagemt. For example:
Fixative Solution (Ref. AO7800).

10Test 3

o Centrifuge.
* Automatic agitator (Vortex type).
* Flow cytometer,

PREPARATION OF SAMPLES
muuomomtmmomvhvmuu
less than 10 colls /pl. (10" cells /L).
necessary, Mnmp bring the leu
concentration o S5x10° cells /pl  (5x1
cols / L)
mmwmmmmmmu
be less than 6 x 10" cells / L (6 x 10” ceds / L)
if necessary, It is recommended that the sample
be diuted in PBS 10 bring the red cel
concentration down 1o 5 x 10% cels / L

if the leucocytic and erythrocytic concentrations
need adusting, the highest deution must be
camied out. The conjugated antibody staining
procedures use 100 pl of sample (prediluted or
otherwise) per tube

directly from the viai,

Procedure

For each sample analyzed, in addition to the test
tube, one control tube is required in which the
cells are mixed with the Isotypic control

corresponding to the specific stain selected.

NB: The so-called « no wash » staning and
lysis procedure described in stages 1 to 9 below
s useful when duly calibrated fluorescent
antbodies are used for tis purpose,

1. Into each test tube acdd Me amount of
antibody recommended by the manufacturer
10 stain 5 x 10° leucocytes.

2 Into each control tube, add the amount of
sotypic control recommended by the
manufacturer to stain 5 x 10° leucocytes.

3. Aad 100 uL of the test sample (prediluted or
otherwise) to both tubes. Vortex the tubes

gently.

. Incubate under the condtions set out In the
data sheet of the antibodies used.

Add 0SmL of OptiLyseC and vortex
immediately for 1 second.

Incubate for 10 minutes at room temperature
(18 - 25°C) protected from light.

7. Add 0.5 mL of PBS and vortex.

B8 Leave to incubate for at least 5§ minutes at
room temperature and away from ight.

9. Analyze samples in the flow cytometer

-

o o

NB: If the preparations need 10 be washed, do
not analyze before performing steps 10 and 11

10. Centrifuge for § minutes at 300 x g at room
temperature.

11. Remove the supaematant by aspration and

resuspend the cell pellet in 0.5 or T mL of
PBS made up with 0.1 % formaldenhyde.
A 0.1 % formaldehyde PBS solution can be
prepared by diuting 12.5 uL of the 10Text 3
Fixative Solution (Ref. AD7800) at its ten-
fold concentration in 1 ml of PBS

NB: In all cases, keep he preparations between
2 and 8°C and away from light untl the flow
cytometrc analyss, which should take place
within 24 hours
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ANEXO 12: PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO AUTOMATICO POR LA BASE
DE DATOS

Advanteon Facs Canto
1

1 92.1 93.7
2 98.07 98.7
3 98.2 98.6
4 96.21 95.7
5 91.3 87.3
6 97.2 99.59
7 97.48 97.97
8 96.4 99.35
9 99.64 99.43
10 98.3 99.55
11 98.6 99.73
12 97.9 99.62
13 99.01 98.61
14 98.32 98.78
15 98.8 98.97
16 98 97.98
17 95.9 97.48
18 99 99.36
19 99.06 99.54
20 95.1 98.5

TABLA I: Porcentaje de reconocimiento automadtico por la base de datos entre ambos

instrumentos.



