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e OBJETIVO: Evaluar el desempefio de lisantes para el estudio de inmunofenotipo por
Citometria Flujo de espectro completo en sangre periférica en un laboratorio privado,
Lima-2023. MATERIALES Y METODOS: El presente es un estudio
cuasiexperimental, descriptivo, prospectivo, de enfoque cuantitativo y de tipo aplicada,
donde se evaluo el desempefio de 3 soluciones de lisis de hematies: Excellyse I (Exbio,
Praga, Republica Checa), Excellyse Easy (Exbio, Praga, Republica Checa) y RBC Lysis
(Tonbo Biosciences, San Diego, EE. UU.) en 21 muestras de sangre periférica marcadas
con anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos, en un panel de 8 colores y
adquiridas en el citdbmetro de flujo de espectro completo Northern Lights- NL3000-CLC
(Cytek Biosciences, CA, USA). RESULTADOS: Los lisantes evaluados no mostraron
pérdida significativa de las poblaciones celulares (<0.05), el Excellyse | mostré mayor
separacion entre linfocitos y debris con un promedio de 3.8; en las frecuencias de las
poblaciones, el Excellyse Easy (EE) y Excellyse | mostraron diferencia estadisticamente
significativa en las poblaciénes minoritarias (Basofilos, Eosindfilos y monocitos),
mientras con RBC Lysis (RBCL) frente al Excellyse I (EI) mostraron diferencia
significativa (p<0.05) en todas las poblaciones. En cuanto a las intensidades de
fluorescencias, se observd diferencia significativa en FITC (Isiotiocianato de
fluoresceina) y Pacific Blue (PB) de muestras marcadas con los lisantes probados. El
excellyse | mostré coeficiente de variacion bajo y la distribucién de las poblaciones
celulares adecuadas. CONCLUSION: Segun los resultados obtenidos se eligio al lisante
Excellyse I, porque permite mejor separacion entre los linfocitos y debris, conserva las
intensidades de fluorescencia media y mejor resolucién de los fluorocromos y demostré
una dispersién adecuada en dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC) para la separacion de
leucocitos. Por lo tanto, Excellyse | mostr6 un buen desempefio en protocolos de marcaje
de antigenos de superficie (incluye lisis de hematies y lavados por centrifugacion) para

el citobmetro de flujo de espectro completo Northern Lights 3000-CLC.

PALABRAS CLAVE: Lisantes, Inmunofenotipo, Evaluacion, Citometria de Flujo.



Abstract

OBJECTIVE: To evaluate the performance of lysants for the study of immunophenotype by full
spectrum flow cytometry in a private laboratory in Lima. MATERIALS AND METHODS:
This is a quasi-experimental, descriptive, prospective, quantitative and applied study, where the
performance of 3 red blood cell lysis solutions was evaluated: Excellyse | (Exbio, Prague, Czech
Republic), Excellyse Easy (Exbio, Prague, Czech Republic) and RBC Lysis (Tonbo Biosciences,
San Diego, USA) in 21 peripheral blood samples labeled with monoclonal antibodies linked to
fluorochromes, in an 8-color panel and acquired in the cytometer of full spectrum flow Northern
Lights- NL3000-CLC (Cytek Biosciences, CA, USA). RESULTS: The evaluated lysants did not
show significant loss of cell populations (<0.05), Excellyse | showed better separation between
lymphocytes and debris with an average of 3.8, in the population frequencies differences were
observed between Excellyse Easy (EE) and Excellyse | showed a statistically significant
difference in the minority populations (Basophils, Eosinophils and Monocytes), while with RBC
Lysis (RBCL) versus Excellyse 1 (El) they showed a significant difference (p<0.05) in all
populations. Regarding fluorescence intensities, a difference was observed in FITC (Fluorescein
Isiothiocyanate) and Pacific Blue (PB). Excellyse | showed a low coefficient of variation and the
distribution of adequate cell populations. CONCLUSION: According to the results obtained,
Excellyse I lysonte was chosen, because it allows a better separation between lymphocytes and
debris, preserves the average fluorescence intensities and better resolution of the fluorochromes
and demonstrated adequate dispersion in forward scatter (FSC) and side scatter (SSC). for the
separation of leukocytes. Therefore, Excellyse showed good performance in surface antigen
labeling protocols (includes red blood cell lysis and centrifugation washes) for the Northern

Lights 3000-CLC full-spectrum flow cytometer.

KEYWORDS: Lysants, Immunophenotype, Evaluation, flow cytometry.



INTRODUCCION

El estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo brinda informacion relevante para el
diagnostico y seguimiento de las neoplasias hematologicas. Por lo tanto, los protocolos para
inmunofenotipificacion se basan en uso de soluciones lisantes para la eliminacién de los
hematies, con el fin de reducir los efectos de interferencias en la adquisicion e interpretacion de
datos durante el analisis posterior. Para ello, es importante la seleccion de una solucion de lisis

adecuado basados en los criterios de la estandarizacion de Euroflow™.

La incorporacion de nuevas tecnologias al laboratorio, como la citometria de espectro completo,
implica evaluar las condiciones para verificar un buen desempefio de la plataforma de trabajo
(que incluya el método, protocolo y reactivos). El uso adecuado del lisante disminuye la
variabilidad en la dispersion de los eventos, que ocurre por las diferencias en las configuraciones
de los instrumentos y de esta manera se obtienen resultados comparables. Asimismo, se considera
como una buena préactica el desarrollo e implementacion de protocolos estandarizados que
permitan a los laboratorios brindar resultados reproducibles y fiables. En este contexto, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar el desempefio de los lisantes para estudio de
inmunofenotipo por Citometria de Flujo de espectro completo con la finalidad de seleccionar una
solucion de lisis con menor perdida celular, que no altere las frecuencias y distribuciones

celulares (FSC/SSC) ni las intensidades de fluorescencias.

La presente investigacion consta de cinco capitulos, en el capitulo | donde se realiza el analisis
problematico y se hace planteamiento del problema general, ;Cudl sera el lisante con mejor
desempefio para el estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo de espectro completo en
sangre periférica en un laboratorio privado, Lima-2023?, de igual manera se formula el objetivo
general y especificos, se delimita y se justifica el trabajo. En el capitulo Il, se recopila los
antecedentes, bases tedricos y se finaliza con el planteamiento de la hipotesis. En el capitulo 111,
se describe la metodologia y el disefio de investigacion. Y, ademas, se describe las poblaciones,
las variables y operacionalizacion, técnicas e instrumentacion de recoleccion de datos,
procesamiento y andlisis de datos, por Gltimo, los aspectos éticos fueron aprobados por el comité
de ética de la universidad Norbert Wiener. En el capitulo IV consiste en la presentacion y
discusiones de los resultados obtenidos. Finalmente, el capitulo V presenta conclusiones y

recomendaciones.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema.

La Citometria de Flujo de espectro completo es una nueva tecnologia con mas alternativas de
emision de las fluorescencias, por lo cual facilita paneles multicolores de mayor complejidad y
el analisis simultaneo de una gran cantidad de parametros celulares en un mismo experimento.
A diferencia de la Citometria de Flujo convencional, que detecta una banda limitada del espectro
de fluorescencia, la citometria de espectro completo mide la firma espectral emitida por cada uno
de los fluorocromos. Esto permite un mapeo mucho mas profundo de cada fluorocromo, la
deteccion y discriminacion simultanea de fluorocromos que antes no eran posibles. Ademas, en
la Citometria de Flujo de espectro completo se realiza lo que se denomina deconvolucion. Por lo
cual, es una ventaja respecto a la compensacion, ya que se elimina la subjetividad y la

complejidad asociadas al enfoque de los citémetros convencionales.® @

La mayor parte de protocolos estan disefiados para el marcaje de leucocitos e incluye la lisis de
hematies o glébulos rojos (elementos formes no nucleados) en uno o mas pasos, sumados al
lavado por centrifugacion; ya que son interferentes en la interpretacion de datos; sin embargo,
estd reportado en la literatura que, tras este proceso, puede resultar como efecto la reduccion

significativa de leucocitos, viéndose mas afectadas las poblaciones minoritarias.®

La lisis de los eritrocitos tiene numerosas consecuencias en el inmunofenotipo, incluida la
pérdida de células, diferencias en las dispersiones lateral (SSC) y frontal (FSC) y cambios en la
tincion de anticuerpos para el andlisis. Reconocer estas diferencias es importante para configurar
e interpretar los ensayos basados en lisis con lavado. Es fundamental seleccionar un método y
reactivo que sea mejor para el estudio de inmunofenotipo y validar el protocolo teniendo en

cuenta los objetivos especificos del ensayo. @ ©)

El inmunofenotipo por Citometria de Flujo se ha convertido en una herramienta clave para el
diagnostico, la clasificacion y el seguimiento de las neoplasias hematoldgicas. En 2012, el
consorcio Euroflow™ desarrollé un enfoque completamente estandarizado para la
inmunofenotipificacion en neoplasias hematoldgicas que cubre todo el proceso de analisis de
Citometria de Flujo, desde la configuracion del instrumento a través de paneles de anticuerpos,
reactivos y protocolos de preparacion de muestras, hasta herramientas de software innovadoras

y enfoques de analisis de datos.® ("



Es necesario la verificacion del desempefio de las soluciones lisantes, basada en la evaluacion de
los trazados de dispersion (gréficas), buscando similitudes con los obtenidos en trabajos
estandarizados referenciales, para los canales de fluorescencia y pardmetros de dispersion de luz
FSC y SSC, ya que un lisante adecuado puede disminuir la variabilidad en la dispersion de los
eventos, que ocurre por las diferencias en las configuraciones de instrumentos y de esta manera

obtener resultados estandarizados.®

Ultimamente, se vienen haciendo esfuerzos importantes con el fin de mejorar la
inmunofenotipificacion por Citometria de Flujo, los debates centrales han incluido el trabajo de
consenso Yy las directrices internacionales de un gran numero de especialistas del area de
Citometria de Flujo. Se han abordado consideraciones especiales para implementar paneles de
inmunofenotipo para mejorar las précticas de diagnostico, asi como buenas practicas generales y
clasificacion de células en los campos de investigacion y clinica. Sin embargo, pocos de ellos

han abordado el impacto de las soluciones lisantes de hematies en el inmunofenotipado celular.®
)

Por ser procesos estandarizados, se han incorporado ampliamente, en Latinoamérica y Per0, los
protocolos Euroflow™ para el estudio de inmunofenotipo en la rutina de los laboratorios de
Citometria de Flujo; sin embargo, su implementacién estd limitada a equipos e insumos de

manera especifica.(8)

En el laboratorio Cytometric Bioservices se plantea la implementacion de estudios de neoplasias
hematoldgicas por Citometria de Flujo de espectro completo, por lo tanto, se requiere de una
adecuada seleccion de reactivos lisantes, en funcion a su sensibilidad y especificidad para la
identificacion y clasificacion de linajes celulares que faciliten la caracterizacion de fenotipo
normal y aberrante. De la misma manera, es importante que el laboratorio cuente con protocolos

estandarizados que permitan obtener resultados reproducibles y fiables. %



1.2. Formulacién del problema.

1.2.1. Problema general.
e Cudl serd el lisante con mejor desempefio para el estudio de inmunofenotipo por
Citometria de Flujo de espectro completo en sangre periférica en un laboratorio privado,
Lima - 2023?

1.2.2. Problemas especificos.

a) ¢Cual sera la solucion lisante que genere menor pérdida de la celularidad posterior a la

lisis de la muestra marcada y lavada?

b) ¢Cual de los lisantes obtendrd mejor resolucion entre los linfocitos y debris/ruido

electronico en la grafica FSC/SSC, posterior a la lisis de muestra marcada y lavada?

a) ¢Cual de los lisantes obtendrd mejor resolucion entre poblaciones y coeficiente de

variacion de las fluorescencias segun sus intensidades de fluorescencia media (IFM)?

b) ¢Cual de las soluciones lisantes afecta en menor proporcion las frecuencias de las

poblaciones leucocitarias?

c) ¢Cual de las soluciones lisantes obtendrd una mejor distribucion de las poblaciones
celulares en FSC y SSC y menor alteracion en los porcentajes de coeficiente variacion

entre lisante patron y lisantes evaluados?

1.1 Obijetivos de la investigacion.
1.3.1 Objetivo general.

“Evaluar el desempefio de lisantes para el estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo

de espectro completo en sangre periférica en un laboratorio privado, Lima-2023”.



1.3.2 Objetivos especificos.

a) Evaluar la pérdida de celularidad posterior a la lisis de la muestra marcada y lavada.

b) Determinar la resolucion entre los linfocitos y debris/ruido electronico, en la grafica

FSC/SSC posterior al marcaje.

c) Evaluar el efecto de los lisantes en la resolucidn entre poblaciones y coeficiente de

variacion de las fluorescencias segun intensidades de fluorescencia mediana (IFM).

d) Evaluar el efecto de los lisantes en las frecuencias de poblaciones leucocitarias entre
los lisantes.

e) Evaluar el efecto de los lisantes en la distribucion leucocitarias en FSC y SSC y el

porcentaje de coeficiente de variacion entre lisante patron y lisantes evaluados.

3.6 Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teorica

El siguiente estudio de investigacion proporciona informacién sobre el desempefio de lisantes
para el estudio de inmunofenotipado por Citometria de Flujo de espectro completo, tecnologia
innovadora que representa un cambio tecnoldgico en las plataformas analiticas. Los objetivos
estan basados en llevar el conocimiento a la comunidad cientifica, estudiantil y al personal de
salud, sobre la relevancia de realizar la evaluacion de soluciones de lisis de globulos rojos y el
uso adecuado de los mismos para el estudio de inmunofenotipificacion de neoplasias
oncohematoldgicas por Citometria de Flujo.

1.4.2 Metodologica

Debido a que existen protocolos estandarizados que publican recomendaciones para el uso de
soluciones lisantes en el estudio de neoplasias hematolégicas por citometria de flujo. Se justifica
la comparacién de un método nuevo con un método utilizado como patron previamente
estandarizado para hacer la eleccidon del lisante que demuestre el mejor desempefio en la
aplicacion que se desea demostrar. Este método fue desefiado siguiendo recomendaciones de la

guia H62 de Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI).



1.4.3 Préctica

Este estudio de investigacion pretende demostrar, cual es la solucion lisante de glébulos rojos
con mejor desempefio para los estudios de neoplasias hematologicas que presenten los siguientes
caracteristicas: minima pérdida celular, preservacion de antigenos celulares con la mejor
recuperacion de intensidad de brillo de los fluorocromos utilizados, la mejor resolucion entre los
leucocitos y el debris (desecho) y una minima alteracion en las distribuciones de las poblaciones
en las muestras evaluadas, debido a que son criterios tomados en cuenta para la interpretacion de
datos de citometria. Es importante mencionar que los resultados obtenidos de este estudio van a
contribuir en la decision de seleccionar el lisante para el estudio de inmunofenotipo de neoplasias
hematoldgicas por Citometria de Flujo de espectro completo. La estandarizacion de los
protocolos de inmunofenotipo con el lisante adecuado, permitird obtener resultados reproducibles

y fiables y puede servir de guia para futuras estandarizaciones.

1.5. Limitaciones de la investigacion.

1.5.1 Temporal.

El desarrollo de este estudio de investigacion se llevo a cabo en el periodo de enero a agosto del
afno 2023

1.5.2 Espacial

El trabajo de investigacion se realiz6 a cabo en un laboratorio privado, ubicado en Av. Del aire
1308 del distrito de San Luis, Lima-Perq.

1.5.3 Recursos

Se contd con el apoyo de laboratorio Cytometric Bioservices SAC para los insumos y reactivos
requeridos en la investigacion. En cuanto a recursos bibliogréficos, se cont6 con bibliogréafias

primarias, secundarias y articulos cientificos.



CAPITULO II: MARCO TEORICO.
3.6 Antecedentes.

1. Gonzales S. (2022) ® el objetivo del estudio fue “Desarrollar la estandarizacion del
citbmetro Novocyte Advanteon para el analisis automatizado de linfocitos, utilizando la
base de datos”, fue un estudio cuasiexperimental prospectivo de corte transversal de
enfoque cuantitativo. En el cual, para la seleccion de lisante, utilizo 4 soluciones de lisis
de eritrocitos (Optylise C, Facs Lysing, Excellyse | y Excellyse Easy) y 10 muestras de
sangre total obtenidas en tubos con anticoagulante EDTA  (&cido
etilendiaminotetraacético), para dicha evaluacién tuvo en cuenta los siguientes criterios:
menor pérdida de celularidad y alteracion en la distribucidn de las poblaciones, adecuada
separacion de linfocitos y residuos celulares, mejor concordancia en los parametros de
dispersion FSC/SSC entre lisantes evaluados respecto al reactivo patron, menor alteracion
de fluorescencia y el coeficiente de variacion (CV). Obteniendo como resultado: El
promedio de la pérdida celular fue 46.04%, el lisante que presentd una pérdida celular
mayor fue Excellyse Easy, entre tanto las soluciones de lisis Optylise C, Facs Lysing
mostraron menor pérdida y Excellyse I presento un rendimiento medio. Aunque de las
discrepancias, no se encontraron diferencias significativas (p <0,05) tras el analisis
mediante la técnica ANOVA. En cuanto a la distribucion de las poblaciones todo los
lisantes mostraron valores similares, no se observé diferencias significativas en las
poblaciones mayoritarias. No obstante, se encontraron diferencias en la poblacién de
basofilos (p<0.05) entre el reactivo patrén, lisante Optilyse C y Excellyse I. La mejor
discriminacion entre linfocitos y debris se logré con Optylise Cy Excellyse I. Los lisantes
con baja resolucion fueron Facs Lysing y Excellyse easy. La solucidn de lisis con mejor
superposicion de eventos en los parametros de dispersion de FSC/SSC comparados con
los del lisante patron fue excellyse I. Concluyd con que, el lisante de hematies que brinda

un rendimiento similar a la referencia corresponde a Excellyse 1.®

2. Rico L, et. al., (2022) tuvieron como objetivo “Evaluar el impacto de las soluciones de lisis
de eritrocitos en células dendriticas en comparacion con la sangre completa sin lisar”. Para
ello se evaluaron 3 soluciones de lisis de hematies (Cylyse, Optylise, Pharma lyse) utilizando
20 muestras de sangre periférica. En los resultados observé que las soluciones lisantes pueden
causar una reduccion significativa de leucocitos, especialmente en las células dendriticas y

basofilos que justamente corresponden a poblaciones minoritarias. Concluye, con que las



celulas dendriticas tienen mayor afectacion seguidas a las poblaciones de basofilos,
probablemente debido a la forma estrellada de la primera; ademas, las soluciones lisantes
pueden causar cambios como: pérdida de celularidad, alteraciones de inmunofenotipo y

alteracion en la dispersion de la luz (FSC/SSC).®

Plank, et. al., (2021) el objetivo del estudio fue “Ampliar las investigaciones de los efectos
en subconjuntos de leucocitos utilizando reactivos de lisis que se utiliza con frecuencia en la
actualidad y comparar la integridad de lisis de globulos rojos”. Se recolectd 52 muestras de
sangre periférica en los tubos con anticoagulante EDTA y se proceso a las 4 horas post
extraccion utilizando 4 soluciones de lisis (Facs Lysis, Quicklysis, Cloruro de amonio
(NHA4CI) y Versalyse), aplicando como referencia al protocolo Lyse no wash (sin lavado).
Obteniendo como resultado; El protocolo lisis no lavado fue un adecuado método de
referencia. Sin embargo, produjo dificultad en la seleccion de las poblaciones de linfocitos y
monocitos debido a una distribucion mas amplia de la dispersion de la luz. La mejor
integridad de lisis con restos de eritrocitos por debajo de 10% se logro utilizando NH4CI y
Versalyse. Se observéd pérdida de 11% de monocitos con Quicklysis. Los recuentos de
linfocitos fueron 19% mas bajos con Facs lysing; con NH4cl y Versalysis se observd
recuentos similares al protocolo patron. En conclusion, los lisantes evaluados conducen
desviaciones en el conteo de subconjuntos de leucocitos y muestran variaciones en la

eficiencia de la lisis de eritrocitos.

Li X, et. al., (2018) la investigacion tuvo como objetivo “comparar la efectividad de 4
reactivos de lisis de los glébulos rojos para el estudio de perfil inmune en un modelo de
animal (musarafia arboricola)”. Para el estudio se utilizo 4 soluciones lisantes de los glébulos
rojos (BD Pharmalyse, RBC Lysis/fixation buffer, solucion formaldehido al 1,5% y agua
destilada), se agregé 50ul de muestra y se realizd lisis de acuerdo con los protocolos
recomendados por los fabricantes; los datos fueron analizados por Citometria de flujo en
Sofware FLOWjo 10.0.7 (FSC/SSC). Obteniendo como resultado, que entre los 4 lisantes el
Pharma Lyse y agua mostraron lisis efectiva de los globulos rojos. Sin embargo, con la mezcla
de agua destilada con formaldehido se observd muerte celular en los mononucleares. En
conclusion, ven que es necesario estandarizar una solucién de lisante para las células de
modelo animal que se ha acogido a estudiar debido a los estudios que quieran aplicar por su
semejanza con las células humanas en algunos tipos de enfermedades dentro de ellas
neoplasias hematoldgicas. Adicionalmente encontraron que utilizando mayor volumen de
sangre total y aumento de tiempo de lisis se mejord la viabilidad de las celulas

mononucleares.



5. Pan Q, et. al., (2014) el objetivo fue investigar el efecto de la exposicion a cuatro lisantes en
el recuento de basofilos de sujetos sanos y pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
mediante Citometria de Flujo. El estudio se realizé en 30 muestras de sangre periférica, del
cual correspondieron a 15 muestras de pacientes sanos y 15 muestras de pacientes con LES.
Se evaluaron 4 soluciones de lisis; RBC Lysis Buffer, Facs Lysing, tampén de lisis ACK
(cloruro de amonio y potasio) y agua destilada. Obteniendo como resultado: La solucion
Facs Lysing y RBC Lysis Buffer conservaron las propiedades de dispersion en SSC y FSC
de los leucocitos, tuvieron similar resultado en cuanto al recuento de basofilos, mientras con
agua y ACK fueron afectados las dispersiones de FSC y SSC especialmente en los
granulocitos. EI FACS mostré ligeramente inferior intensidad de fluorescencia de CD203c
con respecto a los demas lisantes. En conclusion; se observd que los reactivos de lisis
mayormente utilizados pueden influir en las propiedades de dispersion de luz de los
leucocitos, la precision de la cantidad de nimero absoluto; ya que se evidencié que la lisis de
eritrocitos con agua destilada y ACK reduce el nimero absoluto de los basofilos, pero no
tienen efecto sobre el estado de actividad de los basofilos. Por el contario FACS Lysing, que
contiene formaldehido, redujo ligeramente la expresion de CD203c, pero no tuvo efecto en

el recuento de los basofilos.(2

6. Kalinaet.al.,(2012) el objetivo de la investigacion fue “Innovar y estandarizar la
inmunofenotipicacion para diagndstico y clasificacion de neoplasias hematalologicas”, se
realiz6 el estudio en 30 muestras de sangre periférica de donantes sanos y se evaluaron 4
soluciones de lisis de los eritrocitos ; Cloruro de Amonio, solucion FACS Lysing ( BD,Becton
Dikinson), Quicklysis (Cytognos SL) y Versalyse ( Beckman Coulter) para determinar cudl
era la solucion de lisis que mejor cumplia los siguientes criterios: bajo Coeficiente de
variacion (CV) en FSC y SSC, diferencias en los valores medios de los canales para FSC y
SSC entre las poblaciones principales de leucocitos, minima pérdida de células, conservacién
de brillo de los fluorocromos, ausencia de impacto en la estabilidad de los fluorocromos en
tdndem, baja tincion de fondo, variacion minima entre laboratorios y rendimiento facil y
rapido y siguiendo 3 protocolos Marcar/ lisar,/lavar (MLL), Marcar/lisar/ lavar,/fijar (MLLF)
y Marcar/lisar/ no lavar (MLNL). Obteniendo como resultados que la mejor discriminacion
que se obtuvo para las poblaciones mayoritarias de sangre periféricaa FSC y SSC, se alcanz6
con FACS Lysing y NH4CL independientemente del protocolo de marcaje utilizado. El
protocolo MLNL se asocié con CV mas bajos para todas las poblaciones celulares con todas
las soluciones de lisis y también evidencié menor pérdida celular, a excepcion de FACS
Lysing que mostrd CVs mas bajos con el protocolo de MLL. Ademas, el FACS Lysing dio
lugar a valores de intensidad de fluorescencia media (IFM) mas altos. No hubo diferencias
significativas en los valores de IFM ni en los solapamientos de las emisiones de

fluorescencias en los canales secundarios entre las 4 soluciones de lisis. En conclusion, se
6



decidio utilizar para el protocolo tincién -lisado-lavado la solucion Facs Lysing para todos
los marcajes de la membrana de superficie celular ya que las mediciones se realizan poco

tiempo y cumple con los criterios evaluados.®®)

7. Einwallner E, et. al;(2013) el objetivo fue investigar el efecto de cuatro protocolos de
soluciones de lisis diferentes en la recuperacion de blastos leucémicos mediante Citometria
de Flujo. Se realizo el estudio en 32 muestras de pacientes con neoplasias hematoldgicas, los
recuentos de glébulos blancos se realizaron por el analizador hematoldgico, recuento de
blastos se hizo por microscopia y por Citometria de Flujo. La lisis de los eritrocitos se realizd
con FACS Lysing, PharmaLyse, Optilyse C e loTest 3 y se adquirieron 20 000 eventos como
minimo CD45 positivos en el citometro FACS Canto. Obteniendo como resultado que la
prueba de FRIEDMAN mostré una diferencia significativa entre los métodos de lisis (<
0.001). El porcentaje de los blastos después del tratamiento con FACS Lysing fue
significativamente menor que después de Pharmalyse™ (p <0.0001), Optilyse C (P<0.0001),
IOTest 3 (P<0.0001). La diferencia entre Pharmalyse ™ y Optilyse C (P=0,93), loTest 3 y
Pharmalyse (P=0.31) e lotest 3 y Optilyse (P=0,34) no fue significativo. Luego de la
correccion con Bonferroni las comparaciones con FACS lysing siguieron siendo
significativos. En conclusion, resaltan la importancia de la armonizacion de los protocolos de
lisis de los eritrocitos para la aplicacion de Citometria de Flujo en neoplasias

hematoldgicas.**

2.2. Bases tedricas

e CITOMETRIA DE FLUJO.

La Citometria de Flujo es una técnica avanzada, objetiva y altamente sensible que permite la
medicion de las caracteristicas fisicas y quimicas de las células o particulas suspendidas en un
liquido que produce una sefial de forma individual al interferir con un haz de luz de laser y
permite analizar a alta velocidad un gran niamero de células. Los componentes de un citdmetro
de flujo clinico consisten en el sistema fluidico, la fuente de luz, sistema Optico, componentes

electronicos y el sistema informatico. % (9

Es ampliamente utilizado para diagndstico y seguimiento de las enfermedades como leucemias,
linfomas, inmunodeficiencia primaria, Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) y monitoreo
del estado hematoldgico de pacientes con Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) entre

otros.?)



a) Citometria convencional

La Citometria convencional utiliza espejos y filtros para seleccionar un rango de longitud de onda
especifico para detectar la sefial de fluorocromos en los tubos fotomultiplicadores (PMTs) y mide
un ancho de banda limitado del espectro; por cual, tiene limitado con algunos fluorocromos
dentro de un panel. Por ejemplo, FITC y Alexa Flour no pueden ir juntos porque tienen emisiones

similares y sera reconocidos por el mismo detector. 8

b) Citometria de espectro completo.

La Citometria de Flujo de espectro completo tiene componentes principales igual que del
citometro convencional, asi mismo el flujo de trabajo, la preparacion de las muestras, reactivos
y controles es lo mismo. La diferencia es que el citometro de espectro completo permite medir
la emision completa de los fluorocromos de forma Unica a través por todas las lineas de laser,
utilizando mucho mas detectores en comparacién con un citometro convencional. Esto produce
huellas espectrales especificas que se utilizan para distinguir matematicamente un fluorocromo
incluso cuando sus emisiones maximas son muy similares de otro. Se adapta bien al desarrollo
de paneles altamente multiparamétricos. El espectro de emision de cada molécula de
fluorescencia es capturado por un conjunto de detectores en un rango de longitud de onda

definido. (19 (20)

e Procesamiento de muestras para estudios de inmunofenotipo.

Para obtener resultados confiables de inmunofenotipo de neoplasias hematoldgicas es importante
la fase de procesamiento de las muestras, lo cual consta de un paso inicial marcaje de la muestra
con anticuerpos monoclonales (AcMo), seguido eliminacion de hematies y fijacion luego de uno
o0 dos lavados. La lisis de hematies se produce mediante lisis osmoética o hipoténica luego de
reaccion de antigeno y anticuerpo con la finalidad de eliminar los glébulos rojos que no son de

interés en el estudio. @Y

También existe protocolo para deteccion de antigenos intracitoplasmaticos se emplean reactivos
de fijacion y permeabilizacion. Y protocolos sin lavado, este es usualmente utilizado para
recuentos celulares tales como recuentos de subpoblaciones linfocitarias y células
hematopoyéticas (CD34+).(22)



Técnicas de marcaje v lisis de glébulos rojos

En la actualidad existen multiples protocolos y reactivos para la tincion de leucocitos. La mayoria
de los protocolos incluyen un paso de tincién, uno 0 mas pasos de lavado y un paso de lisado de

eritrocitos.(23)

A. Marcaje de antigenos de superficie. Consiste en tefiir las proteinas presentes en las
superficies de las células. Para ello, se realiza el siguiente proceso: se agrega los reactivos
en diferentes fluorescencias, luego se afiade la muestra y se incuba por 20 a 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de haber transcurrido el tiempo, se agrega la solucion de
lisis de los gl6bulos rojos, se procede el lavado de la muestra, el cual se basa en agregar
solucion de lavado, centrifugar, aspirar el sobrenadante dejando el botdn leucocitario. Se
repite el proceso de lavado y por Gltimo se resuspende con PBS y se adquiriere en el

citometro de flujo.

B. Marcaje de antigenos intracitoplasmaticos. Consiste tefiir las proteinas intracelulares,
para lo cual, las células necesitan ser fijados y permeabilizados. El proceso se basa en
agregar reactivos de superficie, afiadir la muestra, incubar por 20 a 30 minutos a
temperatura ambiente a oscuridad, agregar la solucion fijador, incubar por 10 minutos,
luego lavar la muestra (agregar solucion de lavado, centrifugar y aspirar el sobrenadante).
Afadir la solucion permeabilizante, luego reactivos intracitoplasmaticos, incubar y lavar

la muestra. Por Gltimo, resuspender con PBS y adquirir en el citdmetro de flujo.

Cualquier protocolo de lisis para estudios por técnica de Citometria de Flujo debe alcanzar los
objetivos de estudio, considerando el costo, tiempo de procesamiento y cumplir las siguientes
caracteristicas: Mantener una adecuada resolucion entre poblaciones mayoritarias de la muestra
de acuerdo a los parametros de dispersiéon de luz, minimizar la pérdida celular, preservar al
maximo la estabilidad de los epitopos antigénicos e intensidad de fluorescencias y mantener bajos

niveles de autofluorescencia y debris.®
e SOLUCIONES LISANTES:

Son soluciones que estan disefiadas para lisar los hematies después de tincion de anticuerpos de

leucocitos de sangre periférica humana y se pueden utilizar en los procedimientos lisis/lavado o
9



lisis/no lavado.(24) lisan en condiciones osmdticas o hipotonicas conservando los glébulos
blancos ya que son la poblacion de interés para estudios por Citometria de Flujo. En el mercado
existen una serie de reactivos para la lisis de los eritrocitos disponibles comercialmente, que
funcionan a través de diferentes mecanismos y muestran una eficacia diversa de la lisis de

glébulos rojos.(25)

La lisis de los eritrocitos es parte del procedimiento de muestras para estudios de inmunofenotipo
por Citometria de Flujo con el fin aislar a los gl6bulos blancos para su evaluacion. Por lo que, la
gran cantidad de los eritrocitos contaminantes pueden dificultar en reconocimiento de
subpoblaciones de leucocitos, por lo que es importante que la interferencia del evitar la presencia

de eritrocitos en la muestra.® @3
a) Componentes.

Las soluciones de lisis de eritrocitos para estudios de inmunofenotipificacion por Citometria
estan conformados a base de cloruro de amonio o dietilenglicol con o sin soluciones fijadoras

derivadas de formaldehido o metanol, con base agua desionizada.*?
Las soluciones de lisis se pueden utilizar de las siguientes maneras.

e LISIS CON LAVADO. El proceso lisis con lavado se basa en marcar/lisar/lavar; quiere
decir que se agrega anticuerpos monoclonales o reactivos, se incuba de 20 a 30 minutos
a temperatura ambiente a oscuridad, luego se afiade la solucion lisante y se deja incubar
segun las instrucciones del fabricante. Después se centrifuga a 540g por 5 minutos, se
aspira el sobrenadante dejando el boton leucocitario y se procede el segundo lavado. Este

protocolo se utiliza para inmunofenotipificacion de neoplasias hematolégicas. ?®

e LISIS SIN LAVADO. El proceso lisis sin lavado consiste en agregar reactivos, incubar
20 a 30 minutos a temperatura ambiente a oscuridad, luego se agrega la solucion lisante
para eliminar los hematies y se incuba, el tiempo va a depender de las recomendaciones
del fabricante del lisante utilizado. Por ultimo, se adquiere con el citometro. Este
protocolo se utiliza para recuentos de subpoblaciones linfocitarias y recuentos de células

progenitoras ya sean de forma volumétrica o con perlas.®

e CONCENSO DE PROTOCOLOS DE INMUNOFENOTIPO PARA ESTUDIOS
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

El inmunofenotipado por Citometria de Flujo se ha convertido en la técnica de eleccién, porque

es una técnica que cumple con los requisitos de alta velocidad y amplia aplicabilidad en el
diagnostico, y seguimiento de la enfermedad, ademas tiene enfoque preciso en la poblacion de
células malignas utilizando anticuerpos unidos a la membrana e intracelulares.®”
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Con el fin de alcanzar mayor reproducibilidad en los resultados hubo diferentes concesos en las

Gltimas décadas.

El grupo EuroFlow™ tiene como objetivo principal el desarrollo y estandarizacion de pruebas
de Citometria de Flujo que facilite el desarrollo de protocolos estandarizados y validados para
el inmunofenotipo de leucemias y linfomas que incluyen: una seleccion optimizada de las
combinaciones de fluorocromos mas adecuadas para paneles de 8 colores, la definicion de
protocolos estandar para la calibracion del citometro de flujo, la compensacion de fluorescencias
y el procesamiento y marcaje de muestras bioldgicas para inmunofenotipo de neoplasias
hematoldgicas; ademas, el desarrollo de nuevas estrategias de analisis de datos e interpretacion
de los resultados con el objetivo de disminuir la variabilidad referida y alcanzar altos niveles de

reproducibilidad en los resultados. (27)

El grupo Franceflow fue creado 2010, conformado por 15 entidades clinicas, con el fin de educar
a todos los centros que realizan inmunofenotipificacion por citometria de flujo en Francia sobre
el instrumento estandarizado y protocolo de configuracion desarrollado por el consorcio
Euroflow™, asi como para organizar los controles de calidad y evaluar la viabilidad de su
aplicacion. Por lo cual, el grupo FranceFlow demuestra que tanto la distribuciony la aplicabilidad

de procedimientos operativos estandar (SOP) han tenido éxito. ‘%

El consorcio europeo ERIC (consorcio de infraestructuras de investigacion europeas) se fundo
en el afio 2001 con el objetivo de desarrollar paneles de anticuerpos para la deteccion de la
enfermedad minima residual en la Leucemia linfética crénica. En 2007 se trabaj6 con panel de 4

colores, en 2013 actualizo a 6 colores con el que mejoraron la sensibilidad.

Human immunology Project Consortium (HIPC), creado en el afio 2010 por el Instituto Nacional
de Alergia y Enfermedades Infecciosas de Estados Unidos, el objetivo fue desarrollar pruebas de
inmunofenotipo en individuos sanos e identificar cambios inmunoldgicos que se presentan en las

patologias.®

El grupo COG (El childrens Oncology Group) y los grupos europeos AIEOP (Associozione
italiana Ematologia Oncologia pediatrica) y BFM (Berlin Frank furt-Mdnster), son
organizaciones mas grandes del mundo y estan enfocados en la deteccion de enfermedad minima
residual (EMR) de Leucemia Linfoblastica Aguda de células B, la cual es mas comun en nifios y
adultos jovenes. En 2016 desarrollaron guias para realizar el inmunofenotipo para Leucemia
Linfoblastica Aguda Pediétrica.(29)
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2.2.2 Definiciones de términos
Inmunofenotipo: es la composicion de la célula en funcién de los tipos de antigenos presentes
en ella, en relacion con su linea de crecimiento y grado de desarrollo. G

Stain index: indice de tincién, es el cociente entre la intensidad media de fluorescencia de la

poblacion negativa y poblacion positiva.

FSC: Dispersion frontal, proporciona el tamafio de las células o particulas.

SSC: Dispersion lateral, proporciona complejidad de las células o particulas.

IFM: Intensidad de fluorescencia media, es un promedio de la intensidad de fluorescencia.

Coeficiente de variacion (CV): Es una medida estadistica que nos proporciona informacién

sobre la dispersion relativa de un conjunto de datos.®V

Formato FCS: Es un formato de archivo de datos estandar asociado a los datos de los

experimentos de citometria de flujo.?

2.3. Formulacion de hipdtesis.

La evaluacion del desempefio de las soluciones lisantes para el estudio de inmunofenotipo por
Citometria de Flujo de espectro completo permitira seleccionar un lisante que demuestre mejor
desempefio en los criterios evaluados, para el uso en los protocolos de inmunofenotipado para

estudios de neoplasias hematoldgicas.

12



CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1. Metodo de la investigacion

El método de investigacion es deductivo, lo cual consiste en extraer una conclusién con base en
una premisa o a una serie de proposiciones que se asumen como verdaderas. (33)

3.2. Enfoque de la investigacion.

El enfoque del estudio es cuantitativo ya que las variables fueron analizadas estadisticamente a

través de los datos numeéricos obtenidos de cada experimento.

3.3. Tipo de investigacién

Investigacion aplicada, porque estd centrada en resolver problemas de manera practica, en un
contexto determinado, es decir busca ampliar conocimiento practico y Gtil desde una o varias

areas para satisfacer las necesidades.®¥

3.4. Disefio de la investigacion.

Estudio cuasi-experimental prospectivo de corte transversal de nivel del alcance descriptivo.
= Cuasi-experimental: no hay manipulacién de variables, no se realiza seleccion ni
asignacion aleatoria de la poblacién; prospectivo de corte transversal porque se

recolectaron los datos en un solo tiempo, es decir en un tiempo Unico.

= El nivel de alcance es descriptivo comparativo consiste en especificar las caracteristicas,
indagar la incidencia y los valores en que se manifiesta una o mas variables. En cuanto a
comparativo, su finalidad es conocer la asociacion que exista entre dos 0 mas conceptos.
(35)

3.5. Poblacion, muestra y muestreo.

Poblacion: Las muestras de sangre periférica obtenidas por venopuncion anticoagulada con
EDTA K3.
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Muestra
Para realizar el proceso de lisis se utilizaron 21 muestras de sangre periférica anticoagulada con
EDTA K3 de donantes sanos del laboratorio Cytometric Bioservices SAC y fueron procesadas

dentro de las 12 horas siguientes a su extraccion.

Muestreo: EI muestreo es no probabilistico de tipo incidental, consiste en reclutar a los donantes
voluntarios que quieran participar en el estudio hasta que se complete el nimero de sujetos
necesario para completar el tamafio de muestra deseado y no pretende que sea estadisticamente

representativo de la poblacion.G®

Criterios de inclusion
e Las muestras de sangre total con EDTA de donantes voluntarios sanos sin antecedentes
de enfermedades neoplasicas o inmunoldgicos.
e Las muestras de sangre periférica con EDTA procesadas y adquiridas dentro de 12 horas
posteriores a la recoleccion.
e Las muestras adquiridas con ajustes con los valores de IFM para el canal de FSC y SSC
para cada uno de los lisantes.

e Muestras procesadas con respectivas soluciones lisantes segln las indicaciones del
fabricante.

Criterios de exclusion
e Las muestras con menos de 50. 000 eventos positivos para CD45 (poblacion leucocitaria).
e Las muestras adquiridas con ajustes en el citometro diferentes a lo establecido.

e Muestras con un tiempo mayor a 12 horas luego de su recoleccion.
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3.6 Variablesy operacionalizacion

de inmunofenotipo por
citometria de flujo de
espectro completo

Efecto en la resolucion de la
fluorescencia segun IFM.

CV de las poblaciones en
las fluorescencias utilizadas

media £ 1DS

media + 2DS

Resolucién (Stain index)

VARIABLES Definicion operacional Dimensiones Indicadores Ensgc?ilggr? Instrumento
Pérdida leucocitaria % de pérdida de leucocitos
(lj?:sfilsucmn entre linfocitos y Resolucidn (Stain index)
0 .
Efecto en los valores relativos de @gfal?o%e{:%f?eie éito al
las poblaciones leucocitarias. P . P
lisante patron
Son un conjunto de
parametros para ]
determinar de manera | Efecto en la dispersion de CV de las poblaciones en
Desempefio de | objetiva y cuantitativa el | poblaciones leucocitarias en FSC FSC_/ S5C Cuantitativa|  Ficha de
lisantes para estudio desempefio de los y SSC media + 1DS “Continua | recoleccion
de inmunofenotipo | lisantes para el estudio media + 2DS

Elaborado por: Elizabeth Huamanyalli Villar.
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.
3.7.1. Técnica.

Para recopilar datos, en el presente estudio de investigacion se utilizé la técnica de
observacion mediante los protocolos experimentales para seleccion de soluciones de lisis

de eritrocitos con mejor desempefio. Se procedid los siguientes procesos.
a) Preparacion de la muestra y datos hematoldgicos.

Se recolecté muestras de sangre periférica en tubo de 3ml con anticoagulante EDTA
de 21 voluntarios sanos (edades entre 8 a 59 afios). Los voluntarios, o sus apoderados,
firmaron un consentimiento informado, como aprobacion de su participacion en el

estudio. Las muestras se procesaron dentro de 12 horas posterior a su recoleccion.

Para obtener datos de biometria hematica se procesé una alicuota de cada muestra en
el analizador DH76 (Dymind Biotechnology, Shenzhen, China), para obtener los
valores de recuento absoluto de leucocitos y 5 diferenciales de poblaciones

leucocitarias.
b) Marcaje de muestras con anticuerpos.

Las muestras se procesaron durante 3 dias con la técnica de marcaje/lisado/lavado. Se
prepard un céctel de anticuerpos de 8 colores, siguiendo las recomendaciones de
fluorescencias del consorcio Euroflow™, para el marcaje de las muestras de cada dia.
Los volumenes de anticuerpos utilizados en el panel siguieron las pautas de titulacion

de la estandarizacion interna del laboratorio.

Se marc6 200ul de muestra con una alicuota de 20ul del coctel de anticuerpos (ver
anexo 1), se incubaron durante 20min, a temperatura ambiente y oscuridad previo a
la lisis de hematies. Transcurrido el tiempo de incubacion se repartio la muestra en 3
tubos rotulados con el codigo del caso y nombre de lisante, pipeteando 55ul de la

mezcla en cada uno.
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c) Proceso de lisis de hematies

Este proceso se realizd con tres lisantes: Excellyse Easy (Exbio, Praga, Republica
Checa), Excellyse I (Exbio, Praga, Republica Checa) y RBC Lysis Buffer (Tonbo
Biosciences, San Diego, EEUU).

Los volumenes y el procesamiento se ajustaron de acuerdo con las recomendaciones
de los fabricantes (ver anexo 2,3,4). Luego de los lavados para retirar las soluciones
lisantes, la muestra del tubo de Excellyse Easy y Excellyse | se resuspendié con PBS,
mientras al de RBC Lysis (RBCL) se resuspendio con solucion PBS + fijador en base
de formaldehido en concentracion de 0.1%, segln los protocolos experimentales de

fijacion.G”)
d) Adquisicion de la muestra

La adquisicion de las muestras se realizd en el Citdmetro del Flujo de espectro
completo NL3000 CLC. Previamente realizado el mantenimiento diario del
citdbmetro, asi como las verificaciones de estabilidad y seguimiento con perlas de
control de calidad SpectroFlo® QC Beads (Cytek Biosciences, CA, USA). El
mantenimiento diario del citdbmetro establecido con recomendaciones del fabricante
comprende pasos de lavados con Contrad (es una solucién a base de detergente),

hipoclorito diluido (1 en 10 partes de agua desionizada) y agua desionizada.

La aceptacion de uso del citdmetro de flujo se dio en funcién a los reportes de la

plataforma de calibracion y seguimiento del instrumento con resultados satisfactorios.

Se adapt0 tres templados para la adquisicién en el sofware SpectroFlo CLC.1.0 (Cytek
Biosciences, CA, USA). Los parametros de dispersion de luz quedaron definidos en
referencia a los linfocitos, de una misma muestra de sangre periférica sin marcar,
tratada en tres tubos con el lisante correspondiente, ajustando en todos los templados
con valores de IFM para el canal FSC de 880000 y para SSC 208000, mientras que el
umbral de adquisicion se fijo en 160000. Se habilitaron los 8 canales de fluorescencia
y se programo para la adquisicion en velocidad media, con limite de almacenamiento
por archivo “fcs” de 100 000 eventos en la region de "leucocitos™ establecida por una
grafica en el dispersograma de CD45-PO (Pacific Orange) versus SSC. Se habilitaron
en el software una tabla estadistica con el recuento absoluto (células/ul) de leucocitos
en la region CD45+. Las muestras tratadas fueron adquiridas de manera inmediata en

el Citometro de Flujo.
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3.7.2. Descripcion de instrumentos.

El instrumento utilizado fue la ficha de recoleccion de datos elaboradas en Microsoft
Excel 2016, lo cual cuenta con items de elaboracion propia segun los objetivos y matriz
de operaciones de los variables con el fin de obtener datos requeridos y fueron revisados
por 3 expertos, para el analisis estadistico de los datos se pasaron a programas MedcalC
version 20.027 y Analyse-it v5.80.2, se utilizaron las pruebas de Varianza (ANOVA) y

Bonferroni.

Para el analisis de los datos de citometria, se utilizaron los softwares SpectroFlo (Cytek
Biosciences, CA, USA) e Infinicyt (Cytognos, Salamanca, Espafia).

Se evaluaron los siguientes criterios: pérdida de celularidad posterior a la lisis de la
muestra marcada y lavada, resolucion de los linfocitos respecto a los residuos
(debris/ruido electronico), efecto de los lisantes en la resolucidn de las poblaciones segun
las intensidades de fluorescencia mediana (IFMed) entre el lisante patron y lisantes
examinados y bajo CV de los fluorocromos, las frecuencias de las poblaciones
leucocitarias entre lisantes, posterior a la lisis de muestra marcada y lavada, dispersion de

las poblaciones en FSC y SSC con cada lisante.

1. Pérdida de celularidad posterior a la lisis de la muestra marcada y lavada.

Los resultados de recuento de celularidad se obtuvieron a partir del anélisis en batch del
software SpectroFlo y se exportaron en formato csv, los datos fueron revisados en Excel
2016 y ordenados en tablas. Se utilizé el analisis de varianzas (ANOVA) para comparar
los recuentos de leucocitos del hemograma automatizado frente al valor absoluto obtenido
por método volumétrico (NL3000 - CLC), en células por microlitro (célula/ul), de las

muestras procesadas con los 3 lisantes.
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2. Resolucidn entre linfocitos y debris.

Segun las recomendaciones de la guia para la validacion de ensayos realizados por
citometria de flujo del Instituto de Estandares Clinicos y de laboratorio (CLSI- guia
H62), la separacion entre linfocitos y debris se evalu6 mediante el célculo de indice
de tincion como se indica en la figura 1. La férmula aplicada consiste en la division
entre la resta de Intensidades de Fluorescencia media (IFM) de linfocitos menos las

del debris y como denominador la desviacion estandar del debris.(38)

(”:M Linfocitos_ - [FM Debris)
2 (DS Debris)

Figura 1: Formula de indice de tincion para evaluacion de la resolucion entre
poblaciones.

Luego de anélisis de las poblaciones, los datos de intensidad de fluorescencia media
(IFM) y desviacion estandar (DS) se obtuvo en las tablas estadisticas con Infinicyt™
2.0 ( Cytognos SL, Salamanca, Espafa), el célculo de las formulas se realizo en
Microsoft Excel 2016 y se ingresaron los datos a la ficha de recoleccion para el anélisis
estadistico. Para la comparacion entre lisantes se realizé la prueba estadistica de

ANOVA a partir de los promedios de las resoluciones halladas.

3. Efecto de los lisantes en las resoluciones de las poblaciones segun las intensidades de

fluorescencia mediana (IFMed).

Para evaluar el efecto de los lisantes en las Intensidades de Fluorescencia Mediana (IFM)
se calculd el grado de separacion entre poblaciones positivas y negativas en cada
parametro de fluorescencia (resolucion). Para esto se utilizaron los archivos analizados,
previamente descritos, en formato cyt para obtener las IFM. Se aplicé el calculo del indice
de tincién recomendado por la guia H62 para la validacion de ensayos realizados por
Citometria de Flujo del CLSI.

El coeficiente de variacion para cada fluorescencia se obtuvo exportando la tabla
estadistica del software Infinicyt en formato csv, compatible con Excel 2016.

En la tabla 3 se muestran las poblaciones tomadas como referencia por su IFM para el

calculo de indice de tincion (resolucion).
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Tabla 1: Poblaciones de leucocitos utilizados para calculo de indice de tincion.

Fluorocromo

Poblacién Positiva

Poblacion Negativa

FITC (Isotiocianato de

Neutrofilos Linfocitos T

fluoresceina)
PE (Ficoerritrina) Basofilos Linfocitos T
PerCPcy5.5 (Proteina | . ] ) ]

o ) Linfocitos T Linfocitos NK
peridinina -clorofila)
PE-Cy7 (Ficoerritrina cianina | . i ) .
2 Linfocitos B Linfocitos NK
APC (Aloficocianina) Monocitos Linfocitos NK

APC- Cy7 (Aloficocianina | . ) . .
Linfocitos T CD8 LinfocitosT CD4

cianina 7)
PB (Pacific Blue)

LinfocitosT CD4 Linfocitos T CD8

PO (Pacific Orange) Linfocitos totales Basdfilos

*Fuente: Elaboracion propia.

Ademas, se compararon la superposicién de fluorescencia en gréaficas de dos parametros
(PB/APCcy7, PercPCP/PEcy7; FITC/APC; PE/PO) de las poblaciones lisadas con el
patron y los evaluados, empleando la herramienta de visualizacion de datos con curvas
de DS del Sofware en 1DS y 2DS. El criterio de aceptacion en las graficas correspondio
a las coincidencias del IFM del lisante evaluado dentro de 1DS del patrén por cada
poblacidn, el valor méas alto de resolucion y el menor valor de coeficiente de variacion.
Todos los datos obtenidos fueron ingresados en la ficha de recoleccion de datos

elaborados en Microsoft Excel 2016, para su posterior analisis estadistico.

4. Evaluar el efecto de los lisantes en las frecuencias de poblaciones leucocitarias.

Para evaluar el efecto de los lisantes con respecto a la frecuencia de las poblaciones de
leucocitos, se compararon los promedios de los porcentajes en cada una de las 5
poblaciones (Neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y basofilos), que se hallan en
los archivos previamente fusionados por cada lisante en el programa de analisis Infinicyt
2.0. Los datos se obtuvieron utilizando las herramientas estadisticas de este y se
exportaron en un formato csv. En la comparacion de promedios se aplico la prueba de

ANOVA vy, ante diferencias significativas, la correccién de Bonferroni.
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5. Dispersion de las poblaciones en FSC y SSC en cada lisante.

La informacion recolectada fue analizada estadistica y graficamente, para ello, se
analizaron los archivos de citometria en el programa infinicyt 2.0, obteniéndose las
distribuciones de las 5 poblaciones leucocitarias (linfocitos, neutréfilos, monocitos,
eosindfilos y basofilos) por cada lisante evaluado. Al finalizar se fusionaron los archivos
de las 21 muestras analizadas en formato “cyt por cada lisante, resultando 3 archivos, de
los que se tomaron los promedios de coeficiente de variacion (CV) por poblacion y
ademas se obtuvieron los trazados que permitieron la comparacion de las poblaciones
lisadas, por superposicion con el patron y los evaluados, empleando la herramienta de
visualizacion de datos con curvas de DS del software en 1DS y 2DS. Se compararon los

valores de CV para identificar diferencias significativas.

3.7.3. Validacién

Los instrumentos de recopilacion de datos fueron validados por los 3 juicio de expertos de

la Universidad Norbert Wiener.

3.7. 4 confiabilidad.

Todos los datos procesados se ingresaron en fichas de recoleccion de datos creadas en
Excel 2016 y evaluadas por tres expertos de la Universidad Norbert Wiener. Luego

fueron trasladado a una base del programa estadistico.

3.8. Plan de procesamiento y andlisis de datos.

Para el andlisis de datos de citometria, se utilizaron los softwares SpectroFlo (Cytek
Biosciences, CA, USA) e Infinicyt (Cytognos, Salamanca, Espafia).

Para el analisis estadistico se emplearon los programas MedcalC version 20.027 y
Analyse-it v5.80.2, los datos obtenidos fueron ingresados a la ficha de recoleccion
elaboradas en Microsoft Excel 2016; lo cual, fueron revisados por 3 juicios expertos de

la universidad Norbert Wiener.

Para evaluar la comparacion entre los lisantes se realiz6 la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) para muestras repetidas, tomando como significancia estadistica al 95%

(<0.05) y para comparaciones en pares se utilizé test de Bonferroni.
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En el analisis de datos con el software de Citometria de Flujo se designaron a las
poblaciones segun los criterios de perfil de inmunofenotipo como se describe en la tabla
2.

Tabla 2: Perfil de inmunofenotipo para designacion de poblaciones.

Poblacion Perfil Inmunofenotipico
Neutroéfilos CD16++/CD45+d/SSC alto
Basofilos CD123 +++/CD45+d/SSC bajo
Linfocitos T CD3+++/ CD45+++/ CD19-/CD16-
Monocitos CD64++/CD4+d/CD16-/CD45++/SSC medio

LinfocitosT CD4 CD3 +++/ CD4 ++, CD45 +++/SSC bajo

Linfocitos totales CDA45 +++/SSC bajo/FSC pequefio

Linfocitos B CD19 ++/CD3-/CD16-/ CD45+++/SSC bajo

Linfocitos T CD8 CD8 +++/CD3 +++/CD45 +++/SSC bajo

Linfocitos NK CD16+/ CD3-/ CD19-/CD45+++/SSC bajoy FSC

pequefio

Fuente: Elaboracién propia

3.9. Aspectos éticos

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Privada
Norbert Wiener (ver anexo n|°9).

Para la investigacion se requirid 21 donantes voluntarios sanos que autorizaron su
participacion mediante un consentimiento informado. Se obtuvieron muestras de sangre
periférica anticoagulada con EDTA, lo cual, fueron utilizados para prueba de lisantes. Se
recolectd la informacién mas relevante para el estudio y se asigné un codigo a cada
paciente para mantener la confidencialidad.

El proyecto de investigacion se conto con la autorizacion firmada por el director médico
y Gerente general del establecimiento del laboratorio privado Cytometric Bioservices

SAC para el uso de sus instalaciones, equipos, reactivos y materiales (ver anexo n°10)
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS

4.1 Resultados.
4.1.1 Anaélisis descriptivo de los resultados.

1. Evaluaciéon de la pérdida de celularidad posterior al procedimiento de
marcaje.
Este pardmetro fue evaluado mediante la comparacion de los valores de leucocitos totales
del analizador hematoldgico con los obtenidos por citometria de flujo por método
volumétrico, posterior a la técnica de marcaje/ lisado/ lavado de 21 muestras con los 3
lisantes evaluados.

Tabla 3. Porcentaje de pérdida de leucocitos totales luego del tratamiento con cada
lisante evaluado

Parametros Excellyse Easy | Excellyse | RBCL P valor*

Porcentaje  de
pérdida de
) 30.13+11.41 |3241+16.96 |31.58+12.05 |0.867
leucocitos
totales.

. *Prueba de ANOVA. (Fuente: Propia).

La tabla 3 describe los promedios por cada lisante, con sus respectivas desviaciones
estandar (DS). Se observé como resultado una pérdida de celularidad en promedio con
los tres métodos de lisis de 31.37% después del método usado (marcado-lisado-lavado).
El lisante Excellyse Easy presentd promedio de pérdida celular de 30.13%, el lisante RBC
Lysis el 31.58% vy el Excellyse | 32.41%. A pesar de las diferencias luego de aplicar la
prueba de ANOVA para muestras repetidas no hubo diferencia significativa(p<0.05) en

el nivel de pérdida de celularidad entre los tres lisantes, siendo el desempefio semejante.
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2. Comparacion de la resolucion entre los eventos pequefios y de baja
complejidad interna (area de linfocitos) respecto a debris/ ruido electrénico

en la grafica FSC/SSC posterior al marcaje.

Tabla 4. Stain Index (Célculo de la resolucion entre leucocitos y debris)

Lisantes Excellyse | Excellyse Easy | RBC Lysis Buffer | p
Resolucion

debris y | 3.8+0.45 1.33+0.27 2.57+£0.32 <0.001
leucocitos

* Prueba de ANOVA. (Fuente: Propia).

Tabla 5. Comparacién en pares para la separacion entre el debris y los linfocitos.

Mean difference | Std. Error pa 95% ClI 2
Excellyse | - Excellyse_Easy 2.496 0.0849 <0.0001 2.274t02.717
- RBCL 1.251 0.112  <0.0001 0.959to01.544

*Prueba de Bonferroni (<0.05)- Fuente propia.

Figura 2: Diferencia de resolucion entre debris y linfocitos de los 3 lisantes evaluados.
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Figura 3: Comparacion de las dispersiones de leucocitos y debris.
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La figura 3 representa los 21 casos por cada lisante, fusionados por el software de analisis

(Infinicyt) donde el debris se indica en color azul y a las dispersiones de los leucocitos en

gris.

Los calculos de resolucion entre los linfocitos y los eventos considerados como debris
fueron promediados y luego de aplicar test de Anova (tabla 4) mostro diferencia
estadisticamente significativa entre los tres lisantes p: <0.05. Por lo tanto, se aplicé la
comparacion en pares mediate la prueba de Bonferroni (tabla 5) y se evidencio diferencia

estadisticamente significativa entre lisante Excellyse I, Excelly Easy y RBCL.

Por lo tanto, la mejor resolucién en la separacion de linfocitos y el debris luego de la
evaluacion de las 21 muestras, se logro con el Excellyse | (EI) con un promedio de 3.8 +
0.45. Los lisantes con menor resolucion para discriminar entre linfocitos y el debris
fueron RBC Lysis (RBCL) y Excellyse Easy (EE) con promedio de 2.57 +0.32y 1.33 £

0.27 respectivamente.

Al analizar los resultados de la tabla 4 y 5 junto a la grafica 2 y 3 se observa que el uso
de Excellyse | representa una ventaja al reducir las interferencias causadas por el debris
y el solapamiento de éste con los leucocitos totales. Por ello, permitir4 una adecuada
discriminacion entre el debris frente y las poblaciones leucocitarias, ya que son de

importancia para estudios de inmunofenotipo por citometria de flujo.
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3. Evaluacion del efecto de los lisantes en las frecuencias de poblaciones de

leucocitos.

Tabla 6. Promedios de porcentajes de poblaciones de leucocitos en sangre periférica
con los tres lisantes evaluados.

Poblaciones Excellyse | Excellyse Easy | RBC Lysis | p valor*
Leucocitarias (Referencia) Buffer

Neutrofilo 64.84 £ 8.03 63.11 £ 8.90 48.28 +13.95 | <0.001
Linfocito 25.99 +5.54 24.54 +5.26 39.29+£11.28 |<0.001
Monocito 46+1.42 7.04£2.16 6.90 £ 2.44 <0.001
Eosinofilo 4.05 +5.80 4.72 +6.48 4.63 +6.35 <0.001
Basofilo 0.52 £ 0.26 0.59+0.28 0.90 £ 0.50 <0.001

*Prueba de ANOVA. (Fuente propia).

Tabla 7: Comparacién en las frecuencias de poblaciones entre el lisante patron (EI) con

los evaluados (EE y RBL)
Factors dif'\f/leerzrr]lce Std. Error pa 95% Cl @

Linfocito | Linfocito_ EASY 1.45 0.761 0.2138 -0.539 to 3.440
~ | Linfocito_RBCL -13.303 1.8 <0.0001| -18.006 to -8.600
Monocito | Monocito_EASY -2.435 0.279 <0.0001 -3.165t0 -1.706
— | Monocito_RBCL -2.296 0.423 0.0001 -3.402t0-1.191
Neutrofilo | Neutrofilo_Easy 1.733 0.793 0.1225 -0.338 to 3.803
~ | Neutrofilo_RBCL 16.562 2.112 <0.0001| 11.046 to22.079
e Eosinofilo_Easy -0.672 0.176 0.0032 -1.132t0 -0.213

Eosindfilo_| —
~ | Eosinofilo_RBCL -0.58 0.16 0.0049 -0.998 t0 -0.163
Basofilo | Basofilo_Easy -3.88 0.337 <0.0001 -4.760 to -3.001
— | basofilo_ RBCL -2.668 0.454 <0.0001 -3.855 t0 -1.480

*Prueba de Bonferroni.
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Figura 4: Graéfica de las diferencias de los lisantes evaluados en neutrofilo, linfocito,
monocitos, eosindfilos y basafilos.
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En la tabla 6 podemos observar los promedios de los porcentajes de las frecuencias de las
poblaciones celulares obtenidas posterior a procesamiento con los 3 lisantes evaluados en
21 muestras, los porcentajes encontrados son similares entre EI y EE en todas las
poblaciones mientras con EI y RBCL hay diferencia. Para determinar si la variacion es
significativa se aplico la prueba ANOVA, tomando como referencia el Excellyse I, para
evaluar si los lisantes afectan a las frecuencias de las poblaciones de leucocitos, se
demostrd diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en todos los grupos

celulares.

Por lo cual, se aplicé test de Bonferroni (comparacion por pares) siendo las poblaciones
mayoritarias como neutrofilos y linfocitos las que no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre El y EE, pero las poblaciones minoritarias
(monocitos, eosindfilos y basofilos) si mostraron diferencias significativas. Mientras que
todos los grupos de las poblaciones leucocitarias mostraron diferencias significativas
entre El y RBCL.

Los resultados sugieren que los monocitos, eosinofilos y basofilos evidencian diferencias
significativas entre lisante patron (El) y EE, no se observo diferencias en las poblaciones
mayoritarias como neutrdfilos, linfocitos y mientras con RBCL se observé diferencias

significativas en todas las poblaciones evaluadas.

4. Evaluacion del efecto de los lisantes en la dispersion de poblaciones

leucocitarias, a partir de la grafica FSC/SSC.

4.1. Comparacion de promedios de coeficiente de variacion (CV) en el parametro
de dispersion FSC.

Tabla 8. Comparacion de promedios de CV y DS en la dispersion frontal de eventos en
FSC por poblacién.

CV - FSC Excellyse | Excellyse RBCL P value
Easy

Linfocitos 13.33+0.89 32.26+3.18 13.21+1.16 <0.001*

Monocitos 13.31+1.13 23.42 +3.14 12.61 + 1.58 <0.001*

Neutréfilos | 13.56 +1.91 18.24 +1.88 27.96 + 3.96 <0.001*

Eosindfilos | 20.45 + 1.49 22,54 +0.75 34.67 +2.77 <0.001*

Basofilos 12.74 +1.23 16.62 + 1.68 15.41+1.82 <0.001*

. *Prueba de ANOVA (Fuente propia).
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Luego del analisis para la asignacion de poblaciones se obtuvieron los valores de CV y
DS de cada poblacidn, segun la dispersion de eventos en la grafica que enfrenta FSC/SSC.
En la tabla 8 se muestran los valores promedio de dispersion de eventos y sus respectivas
desviaciones estandar. En la comparacién por ANOVA se encontraron diferencias
significativas en las dispersiones en FSC entre los 3 lisantes. En este pardmetro se
observaron valores de CV en promedio mas bajos en las muestras tratadas con el lisante

de referencia comparados con los de los lisantes evaluados
Tabla 9: Comparacién por pares (prueba de Bonferroni) de promedios de CV y DS entre

el lisante patron (EI) con los evaluados (EE y RBL), en la dispersion de eventos en FSC
por poblacion.

Diferencia Error a 2 o
Factores de Medias Estd. P 95% CI
Linfocito_Easy -18.922| 0.681 <0.0001| -20.702t0 -17.143
Linfocito_I | )
~ | Linfocito_RBCL 0.128| 0.224 1 -0.456t0 0.712
Monocito_Easy -10.104| 0.721 <0.0001| -11.989to0-8.219
Monocito_| ]
— | Monocito_RBCL 0.701| 0.427 0.3485 -0.414t0 1.816
Neutrofilo_Easy -4.686| 0.222 <0.0001 -5.267 to -4.105
Neutrofilo_|I i
~ | Neutrofilo_RBCL -14.406 0.98 <0.0001| -16.966to0 -11.846
Eosinofilo_Easy -2.092| 0.335 <0.0001 -2.967 to -1.217
Eosinofilo_| T
~ | Eosinofilo_RBCL -14.22| 0.642 <0.0001| -15.897 to -12.543
Basofilo_Easy -3.88| 0.337 <0.0001 -4.760 to -3.001
Basofilo_|I
~ | basofilo_RBCL -2.668| 0.454 <0.0001 -3.855 10 -1.480

En la comparacion por pares, como se muestra en la tabla 9, sélo las dispersiones de
linfocitos y monocitos de RBCL fueron semejantes a las del lisante de referencia y las
dispersiones de células con granulos tuvieron diferencias significativas, con valores de
CV mayores.

Con respecto a las dispersiones de eventos de las poblaciones en las muestras tratadas con
Excellyse Easy mostraron mayores CV en todas las poblaciones, con respecto a Excellyse
l.
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Tabla 10: Comparacion de promedios de CV y DS en la dispersion lateral de eventos en
SSC por poblacion.

CV -SSsC Excellyse | Excellyse RBCL P value
Easy

Linfocitos 26.71 +1.96 27.08 +1.98 24.58 +1.77 <0.001*

Monocitos 26.05 + 1.65 32.49 + 4.45 19.06 + 1.15 <0.001*

Neutrofilos | 22.47 +1.74 23.95+1.17 32.78 + 4.49 <0.001*

Eosindfilos | 18.70+3.35 22.30 £2.39 26.78 £ 2.25 <0.001*

Basofilos 21.58 £3.35 24.99 + 4.61 20.65 + 1.60 <0.001*

*Prueba de ANOVA (fuente propia).

Tabla 11: Comparacion por pares (prueba de Bonferroni) de promedios de CV y DS
entre el lisante patron (EI) con los evaluados (EE y RBL), en la dispersion de eventos en
SSC por poblacion.

Factors dif'fwe(re::ce Std. Error pa 95% Cl 2
Linfocito | Linfocito_Easy -0.366 0.299 0.7055 -1.146 to 0.415
— | Linfocito_ RBCL 2.141 0.269 <0.0001 1.438102.844
Monocito | Monocito_Easy -6.446 0.948 <0.0001 -8.923 t0 -3.970
~ | Monocito_RBCL 6.993 0.295 <0.0001 6.222t0 7.764
Neutrofilo 1 Neutrdéfilo_Easy -1.469 0.316 0.0005 -2.293 to -0.644
~ | Neutrdfilo_RBCL -10.299 1.089 <0.0001  -13.143to-7.454
Eosindfilo | Eosindfilo_Easy -3.6 0.328 <0.0001 -4.457 to -2.744
~ | Eosindfilo_RBCL -8.081 0.621 <0.0001 -9.705 to -6.458
i Basofilo_Easy -3.409 0.693 0.0002 -5.219 to -1.598
Basofilo_ Basofilo_ RBCL 0.933 0.587 0.3828 -0.601 to 2.467

*Prueba de Bonferroni (fuente propia).

En la comparacion por ANOVA (tabla 10) se encontraron diferencias significativas en
las dispersiones en SSC entre los 3 lisantes en todas las poblaciones. Por lo tanto, se aplicd
el estudio de Bonferroni para evidenciar la diferencia por pares, como se muestra en la
tabla 11 y se observd que solo las poblaciones de linfocitos en las tratadas con Excellyse
Easy no mostraron diferencias significativas con respecto al lisante de referencia y las
tratadas con RBCL mostraron incluso, un menor CV en promedio. Con este ltimo, la
poblacion de basofilos no mostro diferencias significativas con respecto a Excellyse 1. En
conclusién, las menores diferencias se evidenciaron con poblaciones de baja dispersion

en complejidad interna.

Se observo menores valores de CV en promedio, en las muestras tratadas con lisante de

referencia que en las tratadas con los lisantes evaluados.

30



4.2.Evaluacion de la gréafica de dispersion FSC/SSC.

Figura 5: Comparacion de la dispersion de eventos tratados con lisantes EE (naranja) y
RLB (rojo) frente al patron El (lineas verdes 1DS y 2DS).
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La grafica 4A muestra las lineas de DS de EI (verde) con eventos y medianas de EE
(naranja), los neutrofilos, eosinofilos y monocitos de EE coinciden con el patron dentro
de 1DS, en cambio los linfocitos y baséfilos coincidieron dentro de 2DS.

En la gréafica 4B, las lineas de DS de EI (verde) con eventos y medianas de RBCL (rojo)
muestran que los neutrofilos, eosinofilos y monocitos en RBL se disponen por fuera de
2DS con respecto al patrén, mientras que los linfocitos y basoéfilos se ubican cercanos al
limite de 2DS.

La comparacién del solapamiento de poblaciones de leucocitos se realizé utilizando la
IFM (tanto de FSC como de SSC), como referencia y la coincidencia en la dispersion de
los eventos de los lisantes evaluados entre 1DS y 2DS frente al lisante de referencia.

Los resultados mostraron que los lisantes evaluados producen cambios en las
caracteristicas fisicas de las poblaciones de leucocitos, con respecto al patron, los méas
evidentes con EE se identificaron solo en SSC, mientras que con RBCL fueron tanto en
FSC como en SSC.

En la practica, los resultados indican que el tratamiento con Excellyse | facilita el analisis
manual por el operador, debido a que los eventos de las muestras tratadas con este lisante
se distribuyeron con menor dispersion alrededor del IFM tanto en FSC como en SSC,

mostrando mayor delimitacién entre los grupos de poblaciones.
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5. Evaluacion del efecto de los lisantes en las Intensidades de Fluorescencia

Mediana (IFM), segun la resolucion entre poblaciones y sus coeficientes de

variacion (CV).

Tabla 12: Comparacion de las resoluciones de los 8 fluorocromos con los diferentes

lisantes evaluados.

Fluorocromos | EXCELLYSE | EXCELLYSE RBCL P value
| EASY
FITC 418.67+143.13 | 395.18+160.65 | 322.24+134.13 | <0.0025 *
PE 231.72 £95.95 | 215.26 £+ 70.79 241.06+100.93 | 0.214
PERCPCY.5.5 | 55.53 +6.63 55.12 +7.87 53.47 £+ 6.62 0.095
APC 29.91+ 14.40 31.18 + 13.58 36.19+15.42 <0.001*
PB 7427 +12.08 |67.76+10.41 |71.28+11.46 |0.002*
PO 7.70+1.62 7.55+1.74 7.95+1.34 0.428
PECY7 142.82+ 44.30 | 112.06 + 49.20 169.74 + 45.16 | <0.001*
APCY.7 592.09+116.20 | 606.07 £ 124.92 | 569.07+103.66 | <0.001*
*Prueba de ANOVA. (Fuente propia)
Tabla 13: Prueba de Bonferroni de resolucién de fluorescencia.
Mean
Factors difference | Std. Error P2 | 95%Cl?2
APC - El - EE -1.261 1.269 0.9965 -4.577 a
2.055
- RBCL -6.273 1.101 <0.0001 -9.151a-
3.396
FITCE -I - EE 23.489 40.846 1.0000 -83.225a
130.203
- RBCL 96.435 28.268 0.0083 22.581a
170.288
PACIFIC_ORANGE- - EE 0.152 0.419 1.0000 -0.943a
El 1.247
- RBCL -0.251 0.212 0.7519  -0.806 a
0.304
Pacific_Blue_El - EE 6.507 1.211 0.0001  3.342 a
9.672
- RBCL 2.984 1.722 0.2959 -1.516a
7.484
APCY.7-El - EE -13.985 4.929 0.0306 = -26.863
a-1.107
- RBCL 23.026 6.968 0.0106  4.820 a
41.231
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PECY7_| - PECY7_Easy 30.755 8.577  0.0055 8.3481to0
53.163
- PECY7_RBCL -26.920 4550 <0.0001 -38.807
to -
15.033
PE_| - PE_Easy 16.458  18.099  1.0000 -30.827
to 63.744
- PE_RBCL 9334 13.403  1.0000 -44.349
to 25.682
PERCPCY.5.5_| - PERCPCY.5.5_Easy 0.403 1.008  1.0000 -2.230 to
3.037
- PERCPCY.5.5_RBCL 2.054 0.969  0.1401 -0.477to
4.586

*Prueba de Bonferroni. (fuente propia)

Figura 6: Comparacion de promedios y desviacion estandar de la resolucion de las
fluorescencias con los 3 lisantes evaluados.

. .
P=1.0000
55 . T —_— o
sl P=0.2959
*T P=0.0083 P=0.0001
o
A5 -1
S W
I —_— L I
E T -1
————
o
-
F=% 5
e L o —_
159 1 1 1 L= N L
FITG -1 FITG - Eaagy FITC. AL Pactic Bk | Facfic Bus By Pacific Bus FHCL
osfF P=1000 P=0.751 s00F
- _ s P=1.000
9.0~ -1
280
85
2601— P=1.000
8o _
75 —_— 240~ —_—
70
220~
65 -
_ 200~
60 —1
551 1 ! ! 180~ 1 _|_ 1
PACIFIC ORANGE - | PACIFIC ORANGE - Easy ~ PACIFIC ORANGE - RBCL PE -1 PE- Easy PE -RBCL
P=1 0000
soF r=170000 200F
-1 ] P=<0.0001
58|~ o s
r P=0.1401 180
571~
61 160~ T
- . P=0.0055 —
I 140~
54|~ R
53 120~ -
52|~
[ — 100~
51|~
S0 1 1 1 8o 1 1 1
PERCPCY.5.5-1 PERCPCY.5.5-Easy PERCPCY.5.5-RBCL PECY7-l PECY7-Easy PECY7-RBCL

33




Se analizaron los promedios y DS de las resoluciones entre poblaciones en las 8

fluorescencias, tratadas con los 3 lisantes. En la evaluacion con ANOVA no se encontro

diferencia significativa entre las resoluciones de las poblaciones evaluadas en los
fluorocromos PE, PerCP-cy5.5 y PO. Si se evidencio diferencias en FITC, APC, PB,

PEcy7, por lo cual se realizo el andlisis por pares con la de Bonferroni, Obteniéndose

como resultado que en APC y FITC hubo similitud entre El y EE.

Por otro lado, se encontr6 que con EIl se obtuvieron las mayores resoluciones de
fluorescencias de FITC y PB, con RBCL en APC y PE- Cy7 y con EE en APC-cy7.

5.2. Coeficiente de variacion de los fluorocromos tratadas con los lisantes evaluados.

Tabla 14: Coeficientes de variacion de los fluorocromos.

Fluorocromo | Excellyse | Excellyse RBCL P value *
(CV) Easy
PO 21.94+ 1.54 21.33+1.62 22.77 £1.65 <0.001*
FITC 21.99+£3.38 20.05+2.35 24.22+5.37 0.001*
PE 34.75+4.42 34.74 £ 3.51 35.89 +3.86 0011*
PerCPcy.5.5 37.52+1.94 37.99+2.11 37.36+£2.19 <0.001*
APC 32.75+2.76 33.07+2.26 33.13+1.91 0.264
PB 20.31+1.41 19.61 +1.49 21.04 £ 1.58 <0.001*
PECY7. 51.05+9.16 54,99 +10.14 51.63+8.24 <0.001*
APCCY7 35.97 £6.32 38.69+7.91 39.77 £7.69 <0.001*
*Prueba de ANOVA (Fuente: propia)
Tabla 15: Prueba de Bonferroni CV de los 8 fluorocromos.
Mean difference | Std. Error pa 95% Cl 2
EE 0.00524 0.471 1| -1.2261t01.237
PE — El
RBCL |-1.145 0.385 0.0224 | -2.150 to -0.140
EE -2.713 0.485 0.0001| -3.981 to -1.444
APCcy7 - El
RBCL |-3.8 0.493 <0.0001 | -5.087to -2.513
EE -3.946 1.046 0.0036| -6.680to -1.212
PECy7 -El
RBCL |-0.58 0.775 1| -2.605to 1.445
-0.848 to -
EE -0.47 0.145 0.0123
PerCPCy5.5-El 0.0910
RBCL |0.156 0.153 0.9579| -0.243t0 0.556
EE 0.609 0.148 0.0017| 0.221 to 0.996
PO-EI
RBCL |-0.824 0.128 <0.0001 | -1.157 to -0.491
EE -0.313 0.256 0.7087| -0.9821t0 0.357
APC-EI
RBCL |-0.38 0.289 0.6095| -1.135t00.375
EE 1.947 0.393 0.0002| 0.922t02.973
FITC-EI
RBCL |-2.228 0.977 0.1009| -4.780t0 0.324
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EE 0.7 0.121 <0.0001 0.3851t0 1.016

PB-EI
RBCL |-0.732 0.127 <0.0001| -1.063to -0.401

*Prueba de Bonferroni (P<0.05). (Fuente: propia)

En la tabla 14 muestra promedio de coeficiente de variacion (CV) y sus respectivas
desviaciones estandar (DS) de los 8 fluorocromos evaluados con los tres lisantes.

La prueba de ANOVA mostro que existen similitudes en las dispersiones de los eventos
unicamente en la fluorescencia de APC. En las otras 7 fluorescencias se hallo diferencia
significativa, por los que se realizo la prueba Bonferroni, como se muestra en la tabla 15.
En la comparacion por pares se observo que las menores dispersiones en muestras tratadas
con el lisante de referencia estuvieron en APC, PE-Cy7 y APC-Cy7. Con EE en PO, PB,
FITC y PE, sin embargo, en PE no hubo diferencia significativa con EI. Con RBCL, la
menor dispersion estuvo en PerCP-Cy5.5, sin que esto represente variacion

estadisticamente significativa con ELI.

Estas diferencias estadisticamente significativas fueron revisadas en el analisis de graficas
de dispersion, en busqueda de diferencias clinicas significativas. Se evallo con el
software Infinicyt, activando en las graficas las herramientas estadisticas de lineas de
Desviacion Estandar y medianas.

Con los resultados se determind que no hubo diferencia significativa, debido a que los
puntos de medianas de los lisantes evaluados solapaban con los del lisante patron, Sin
embargo, si se observo disminucion de la resolucion en FITC para ambos lisantes

probados y en PB para RBCL, como se muestra en la grafica 5.
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Figura 7. A: curvas de 1y 2 DS y mediana de EI en verde, comparando el solapamiento
con EE en naranja. B: curvas del y 2 DS y mediana de EI en verde, comparando el
solapamiento con RLB en rosado.
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Fuente: propia.

La grafica 7 muestra la fusion de los 21 ficheros para cada lisante, en una comparacion
de solapamiento de trazados. En la seccion A, se comparé El, (lineas de 1y 2 DS e IFM
en verde) con EE (puntos e IFM en naranja) y a la derecha (B), el lisante patrén EI (lineas
de DS e IFM en verde) con RBCL (puntos e IFM en rosado). En ambos casos se observo
que la IFM tanto EE, como RBCL solapaban dentro de una 1DS con los trazados de EI.
Excepto en el pardmetro FITC, las dispersiones de las poblaciones negativas de muestras
tratadas con EE evidenciaron un valor de IFM mayor que en EIl vy, por lo tanto,

disminucion de la resolucion en este fluorocromo, en comparacion con el patron.

El resultado de los 3 analisis permiti6 concluir que los lisantes probados tienen efecto en
la dispersion de algunos fluorocromos. Para los datos obtenidos con EE, en FITC si bien
se hallé diferencia en las graficas esto no tuvo diferencia estadisticamente significativa,
sumando a un bajo CV para la dispersion de los eventos en este fluorocromo.
Contrariamente, con RBCL se encontraron diferencias graficas y estadisticamente
significativas por la disminucion de resolucion y el valor de CV mas amplio, tanto en
FITC como en PB.

Finalmente, luego de la evaluacién de los 3 lisantes en el citdbmetro de espectro completo,
la solucion de lisis que demostro una buena superposicion en los parametros de dispersion
FSC/SSC, permite una adecuada separacion entre linfocitos y debris, con menor pérdida
celular, un bajo coeficiente de variacion (CV) y sin evidencia de pérdida de fluorescencia

fue Excellyse I.
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4.1 DISCUSION DE RESULTADOS.

La Citometria de Flujo es una tecnologia ampliamente utilizada para inmunofenotipificar
neoplasias hematologicas. Por lo tanto, los protocolos para dichos estudios involucran el
uso de cdctel de anticuerpos monoclonales y soluciones de lisis para eliminar los
eritrocitos; debido a que a estos dificultan el reconocimiento de subpoblaciones de
leucocitos. Por lo tanto, es importante emplear un reactivo de lisis para eliminar los

glébulos rojos y asi aislar las poblaciones leucocitarias. ¢2

Segun sefialado por Flores J, (2016), todo protocolo de preparacion de muestras para
inmunofenotipado por Citometria de Flujo debe cumplir con los siguientes criterios:
mantener la resolucion entre las poblaciones leucocitarias en dispersion lateral (SSC) y
dispersion frontal (FSC), minima pérdida celular, mantener la estabilidad de los epitopos
antigénicos, la intensidad de fluorescencia de los fluorocromos, mantener bajos niveles

de autofluorescencia y “debris”.

En el presente estudio, se incluy6 21 muestras de sangre periférica con EDTA de donantes
voluntarios para evaluar el desempefio de los lisantes para el estudio de inmunofenotipo
por citometria de flujo de espectro completo y se evaluaron los siguientes puntos: pérdida
celular, la resolucion entre linfocitos y débris, conservacién de fluorescencia y sus
respectivos CV, frecuencias de las poblaciones, distribuciones de las poblaciones en FSC
y SSC.

En los resultados obtenidos del estudio se pudo apreciar que la pérdida de celularidad
ocasionada por los 3 lisantes evaluados no tuvo diferencias significativas, lo que coincide
con la investigacion de Gonzales S, (2022). Mientras, se observé una disminucion
estadisticamente significativa en los recuentos de los leucocitos, similar a lo descrito en
la publicacion de Rico L. (2022). Ademas, otros autores indican que las soluciones de
lisis de hematies pueden generar pérdidas significativas en las subpoblaciones
leucocitarias y este estaria relacionado con la centrifugacion y tiempo de lisis; para ello
es importante establecer un protocolo optimizado de lisis de los globulos rojos que sea
adecuado para inmunofenotipificacion por Citometria de Flujo segin la recomendacién
de Li X, et al (2018).
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En la evaluacion de resolucién entre linfocitos y debris el excellyse I mostré mayor
discriminacion con un promedio de 3.8, que coincide con los resultados obtenidos en la
investigacion de Gonzales S, (2022) donde el Excellyse | y Optilysis C presentaron mejor
separacion entre leucocitos y debris con un promedio de 5.05 y 4.58 respectivamente

frente a los demas lisantes evaluados.

Cabe mencionar que el lisante utilizado como referencia, es Excellyse I. Como
antecedente, el laboratorio Cytometric Bioservices estandarizé la plataforma analitica
para neoplasias hematoldgicas comprendida por el citometro Novocyte Advanteon en
paneles de 8 colores, frente al citbmetro Facs Canto Il (Beckton Dickinson, San José,
USA), como método comparador. Se obtuvo como resultado luego de la interpretacion
con el software Infinicyt 2.0 (Cytognos, Salamanca, Espafia) y comparadas con la base
de datos Euroflow™ reportando la concordancia de 97%, y como recomendacion el uso
del lisante Excellyse I en la técnica marcaje/lisado/lavado. Asimismo, esta plataforma
estandarizada es controlada periddicamente, con resultados satisfactorios por la prueba
de proficiencia externa del Colegio Americano de Patologos (CAP).

En cuanto a la frecuencia leucocitaria, se observé que los monocitos, eosinofilos y
basofilos presentaron diferencias significativas entre lisante patron (EI) y EE. No se
observd diferencias en las poblaciones mayoritarias como neutréfilos y linfocitos y
mientras que con RBCL se observé diferencias significativas en todas las poblaciones
evaluadas. Lo que coincide con Gonsales,S (2022) donde no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las poblaciones mayoritarias, pero si en las poblaciones
minoritarias. En otras publicaciones como la de Plank.et al (2021) se describe diferencias
significativas en los linfocitos y monocitos, mencionando que la pérdida en los linfocitos
podria estar relacionado a los lisantes que contenga fijador con base en formaldehido; sin
embargo, se observo que algunas soluciones que contenian formaldehido no inducen a la
pérdida de linfocitos, por lo tanto, no se relaciona la pérdida celular selectiva con este
componente especifico. Estos ultimos datos se suman a lo publicado por Rico L, et al
(2022), mencionando que las soluciones de lisis de hematies causan no solo una pérdida
significativa de células dendriticas, sino también de basofilos y las demés poblaciones
leucocitarias. En cuanto a las células dendriticas, pueden deberse a que estas poblaciones

de forma estrellada parecen muy labiles. La variabilidad en las frecuencias de poblaciones
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minoritarias pueden deberse a su baja presencia dentro de los leucocitos y en las
poblaciones en general también estarian influenciada por diversas condiciones propias en
la ejecucion del procedimiento; como la técnica de uso del instrumento para la aspiracion
y eliminacién del sobrenadante (instrumento para la aspiracion usado para los lavados de
las muestras), la centrifugacion y conservacion del volumen residual remanente antes de

la resuspencion del botdn leucocitario, ademas de la experiencia y destreza del operador.

Los efectos de los lisantes en el tamafio y complejidad celular, por ende, sobre la
dispersion en FSC y SSC, en el estudio se observd diferente superposicion de las
poblaciones por cada lisante evaluado. En el lisante RBCL se describe que en cuanto a
tamafio se comprime a los neutrofilos y monocitos; mientras el lisante Excellyse Easy
muestra una distribucion mas amplia en SSC para los monocitos. Estos hallazgos fueron
reportados similarmente por Pan Q, et.al., (2014) que los lisantes pueden influir en las
propiedades de dispersion de luz de los leucocitos y observd dispersion amplia en
linfocitos, monaocitos y en los granulocitos. También Plank.et al (2021) y Rico et al (2022)
observaron en las poblaciones en FSC y SSC diferencias entre los métodos de lisis sobre

las propiedades de dispersién de la luz de los diferentes grupos celulares.

En la evaluacion de las fluorescencias de los fluorocromos, se observo diferencia
significativa en PB y FITC, mientras segin Gonsales,S (2022), se observo diferencia
significativa en PE y APC, la disminucion de la intensidad de fluorescencia podria estar
relacionado a los lavados y fijacion con formaldehido segun Flores J (2016). Son pocos
estudios que informan datos que se puedan comparar directamente con los resultados

presentados en el presente estudio.

Einwallner. et al (2013) enfatiza la importancia de la evaluacion y armonizacion de los
protocolos de lisis de glébulos rojos para aplicacién de citometria de flujo en neoplasias
hematologicas.
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V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.1 CONCLUSIONES

Es posible la seleccion de una solucion de lisis de hematies para estudios de

inmunofenotipificacion por citometria de flujo de espectro completo.

Todos los lisantes evaluados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, con respecto a la pérdida celular. Por lo cual, respecto a este
parametro evaluado se considera que los tres lisantes tienen desempefio

semejante.

Se evidencio que el lisante Excellyse | fue que demostré mejor separacion entre
linfocitos con respecto a debris en las muestras evaluadas posterior a la lisis frente

a los demas lisantes.

El lisante Excellyse | conservo la intensidad de fluorescencia media y presento
mejor desemperio en la resolucion de los fluorocromos frente a los demas lisantes
evaluados, es importante que un lisante mantenga las intensidades de
fluorescencia media de los fluorocromos y la resolucién; ya que eso, permite
diferenciar células normales de patologicas o atipicos, para una interpretacion
objetiva de una poblacion de acuerdo con las expresiones antigénicas que presenta

cada célula.

El lisante Excellyse | y Excellyse Easy no afectaron las frecuencias en las
poblaciones mayoritarias; sin embargo, el lisante RBC Lysis Buffer afect6 a toda
la poblacién. La poblacién minoritaria afectada por los 3 lisantes, puede deberse

a la baja frecuencia de esta poblacién.

El lisante que demostré una mejor distribucién de las poblaciones en FSC y SSC
fue Excellyse | frente a los demas lisantes evaluados.

Se concluye que el uso de lisante Excellyse | es favorable porque permite mejor
separacion entre los linfocitos y debris, conserva las intensidades de fluorescencia
media y mejor resolucion de los fluorocromos y demostrd una dispersion
adecuada en FSC y SSC para la separacion de leucocitos, segun las graficas de
referencia establecidas por la estandarizacion previa del laboratorio. Ademas,

facilita el analisis manual por el operador, al presentar los eventos distribuidos
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con menor dispersion alrededor del IFM tanto en FSC como en SSC. Por altimo,
se concluye sobre el analisis en la evaluacion de los tres lisantes, que Excellyse |
tiene un buen desempefio en protocolos de marcaje de antigenos de superficie
(incluye lisis de hematies y lavados por centrifugacion) para el citometro de flujo

de espectro completo Northern Lights 3000-CLC.

1.1 RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, se sugiere evaluar lisantes para protocolos sin lavado

para recuentos de subpoblaciones linfocitarias y células progenitoras CD34 +.

Es importante asegurar que una solucion lisante mantenga las proporciones de
poblaciones, en el estudio de neoplasias hematoldgicas. Ante ello, la sugerencia
es establecer un punto critico para la determinacion de grupos celulares de baja

frecuencia, en muestras con poblaciones heterogéneas.

Ademas, se sugiere ampliar el estudio con respecto a los tiempos de conservacion
después del proceso, con el fin de evaluar la viabilidad de las poblaciones

celulares por el paso de tiempo.

Finalmente, se recomienda como una buena practica de los laboratorios clinicos
realizar la verificacion de lisantes e insumos, con el propdésito de reducir los
riesgos que afectan a los grupos celulares en FSC y SSC, asi como reducir la
resolucion entre los leucocitos. Siendo el proceso y los procedimientos de
marcaje, actividades dependientes del operador (no automatizado), es importante
recomendar el énfasis hacia la experticia y capacitacion del personal, a fin de no

afectar los resultados.
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ANEXOS.

Anexo n°1. PROTOCOLO PARA SELECCION DE LISANTES.

Se evaluard 21 muestras de sangre de donantes voluntarios sanos siguiendo los siguientes

protocolos:

Estudio de Inmunofenotipo:

1. Enun tubo se coloca el céctel de anticuerpos.

Fluorocromo | PO PB FITC PE PerCp | PE-cy7 | APC | APC- | PBS | Vol final
- cy7
Cy5.5
Anticuerpo CDh4 CD4 | CD1l6 | CD12 CD3 CD19 | CD64 | CD8 -
5 3
Volumen 4ul 2ul 2ul Sul 1ul 1ul 2ul 2ul 1ul 20 ul
Marca Exbi | Exbio | Exbi | Exbio | Exbio Exbio | Exbio | Exbio
o o]

Tabla 1. Anticuerpos con fluorocromos, marca y volumenes utilizado para el marcaje de

muestras de sangre periférica.

2. Luego de agrega 200ul de muestra.

3. Mezclar por vértex por 6 segundos.

4. Incubar por 20 minutos a temperatura ambiente a la oscuridad.

5. Después de incubacion se reparte la muestra a 4 tubos la cantidad 55ul por pipeteo

normal.

6. Se agrega solucién de lisis diferente a cada tubo, el volumen se agrega de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

7. Mezclar por vortex e incubar de acuerdo con los protocolos del fabricante.

8. Luego finalizado el proceso de lisis, continuar los lavados de acuerdo con las

recomendaciones del inserto de cada solucidn de lisis. (Anexo 2,3 y 4).
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EXCELLYSE Easy
Cat.No. ED7066

1. Intended purpose
Intended use
The EXCELLYSE Easy lysing sokaticn i intended
for red blood cell lysis following antibody
stining of human peripheral Blood leukocytes.
The hysing sdlution & appropriate for wse with
EXEBIO single caour monedend antibodies and
KOMBITEST reagents and may be used in both
Iyse/wash and hyse/no wash grotecel.
Context of a physiclogical or pathological state
uthoqnm and detection in perpheral
requires elimination of nterfering cells,
-alnly Mﬂxm Ficoll  density  gradent
method is usually wed 1o separate leukocytes
from whole blood. This methad & rather time
cofmamning and may lead 10 a loss of certain
ledkocyte subsets. Direct blood sample staining
followed by red Blood cell lysis therefore takes
place n dinicd laboratocies s a fast and
acourate methad Tor whole blood Now Cytometry
vl
2. Test principle
The peripheral whae Blood specinen & stained
specific

dyes. The

ANEXO n° 2. INSERTO DE EXCELLYS EASY

dothing/eye protection/Tace protection.
P301 + P312 IF SWALLOWED: Call a
POISON CENTER or doctoe/phvwysician ¥ you
fTed uvweil

P302 + P352 IF ON SKIN: Wish with plenty
of s0ap and water.

P332+P313 If skin britation ocours: Get
medical advice/ attenticn

P304+P340 IF INHALED: Remove person %o
Tresh aic and keep comfortable for Breathing
P305 + P351 « P338: IF IN EVES: Rinse
Cadtiously with water for several mimdtes.
R-mmmtm!mmmmvln
do. Continue

P501: Dispose of contents/cantainer to
authodzed tacility for dangerous wastes.

o Rod blood colls from abooemmnal patients may
De resitant 10 lysis using lysing sohutions.
o Fow cytemeter mary produce false results it
he device has not been aligned and

mantained appropriatey.

« Data may be incomectly imterpreted if
Nugrescent signak were compendated
wroegly ce ¥ gates were positioned
accurately.

o Blood samphes Trom abnormal patients may
exchibsit aboomal vidues of positive celle

8. Specimen

The specinen shall be & human, peripheral whole
bood Blood must be collected into a tube

Easy lysing solution, which lyses red blood cdls
weder o i and the

stained  leukocytes fer
analysis.

monodond  tady
further flow Cytometry
3. Reagents provided

The content of the vial (100 ml) & sutficient for
1000-2000 tests, respectively. The Iysing
solution is a 10x concentrated and must be
dEuted 10x with deionized water peior to use {1

coliection tube peicr to staiting and ysieg. Reter
to the amtiody resgent WU for storage
restrictions after colbection.

9. Procedure

Lyse/no wish lysing peotecol

1. Colect perigheral blood in a sterdle tube with
an anticoaguiant (e.g. Heparia, EDTA).

2. Follow instructions for whole Blood atody

staining.
3. Add 450 pi of Giluted Hysing solution
per 50l of whole blood. Mix the tube with 2

4. noubate for about 5-10 ménutes, untd the
samgle solution becomes cear.
5. Analyze the samgle immeSately using flow

o store the samgle at 2-8°C in the

volume

of concentrated solution with 9 vokmes MCHMS W
of deionized water)

4. ired but not provided

Material y for collection of periphersl

biood

Suitable Sed test tubes for blood staining
(3. 12 75 mm)
Phosphate bulfered salise (PBS)
Deionized water

e
primary/secondary stdody
5. Equipment required

Automatic pipettes with dsposable tigs
Vortex mixer

Centrifuge

Flow cytometer

6. Storage and handling

10x concentrated EXCELLYSE Easy  store
at 225 C T prepared solution
(1= concentrated) is stable for 1 month when
stored at room lemperature.

7. mm-ﬂm

.Mdlaln\nmbw&unh
Liboratories outside USA and Canada. This
CE-IVD kit & n conformily with the European
Divective 98/79/EC.

o Do not use the reagent after its expiration
date.

e Do not we o any on or

dark and analy2e within 24 hours. No further
cell fixation is required. See figures 1 and 2
for example data.

Fig. 1: Perigheral blbaod leukocytes dot-piat fraee
Ased/non waihed whade bood

Fig. 2. Mentification of CD45 + hmphocyte
dation in waihed whoke bood

Do not freeze.

Avoid reagents contamination.

Any soorperfoemance of lysing protocol may

produce Takie resuts.

o Blood samples we considered as potentially
nfectious and must be handied with care.
Avoid all contact of the sample with the skin,
s ol o

o The reagent contains fomaldehyde. mothanol

and Sethylenghycol.

H-phrases

H302: Hanmful if W

H315: Causes shin ritation.

H317: My cause i allergic skin reaction.
H319: Causes serdous eye irfitation.

H335: My cause respiratory initation.
H341: Suspecied of Casing genetic defects.

stgined with anti- CD4S antibody.

ECA

per SO piof whole Blood. Mix the tube with &
vortex mixer.

4. Inadbate fof about 5+10 misutes, until the

Blurry blood sample solution becomes clear.
Coririfage the tube for S miewtes & 300
and the peliet
withQ.2 - 0.5 mi of PES.

7. Andyze the sarple immeSately using fow
Cylometer of store the sample at 2-8 "Cin
the dark and analyze within 24 houes. No
Turther cell fation is required. See figures 3
and 4 for examgle data.

.’!"

Fig. 3: Peripheral blood keukocytes dot plot froes
Irsed/wiihed whaoie bood.

14. Trademarks

nla

15. Revision History
« Version 1, EDT066_IFU_v1
Initial Release
« Version 2, EDTD66_IFU_v2
GHS symbais, H+ and P phrices introduced
-V«sm 3,ED7066_IFU_v3

trademark issued 1o EXCELLYSE®,
Manutacturer postd code changed from 25242
to 25250,
» Version 4 EDTDEE_IFU_w4
The smalier version of the peodact (30 mé vial) is
no longer produced wsd thus mentioned in IFU.
H- and P- pheases rovised.
o Version 5, ED7066_IFU_vS

10. Analytical performance
Repeatadidity and reprodudibility

Test of samgle repeatability, fSor  reagent
KOMBITEST CD3 AITC/ACD16+CD56 PE/CD4S
PerCP/CD19 APC, was performed at coe clincad
site. Messurements were made on single blood
sample i 12 18t tubes in paraliel. Coufficients of
variation {CV) are given in the table bellow.

. vige | 0 =
* CD3+ 12 474 0% 20e
% CD18-CDsas 12 e 05 178
® CD19+« 12 173 0 64 prd

Test of sample reproducibiity, for reagent
KOMBITEST CD3 AITC/CD16+CD56 PE/CD4S

PerCP/CD19 APC, was performed at ore climicad
site. Measuremnts were made on stabidided
blcod samgle (knmuso- Troll™ Cells, Becleman:
Ceulter} under the same conditions within time
Trame of 21 days Coefficients of vasiation (CV)

are given in the tadle bellow.

] e v

* CDO 42 727 a9 133

X D164 42 111 oBs I
42 o S48

H350: May cause Cancer.
H373: May cause damage Lo orgies theough Nad Safinou ¥ 341
prokoaged o repeatied exposune. 25250 Vestec

Lisa tuisch halne nendacal Cauch Regablic

The logo chieged FU layout changed.
exster d  from

EXCELLYSE.

« Version 6, EDTD66_IFU_vé

Product Use Limitation test was refined.
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ANEXO N° 3: EXCELLYSE |

EXCELLYSE |
Cat.No. ED7065
1. Intended purpose

The EXCELLYSE | hning schuion & infended for
udbhdc-l»nldm--ﬂchlhmud
bilood

EXBIO single colour -d
KOMBITEST rvagents and may be used in toth
IyseSwanh ared lyse/no winh protocel. 4
e, ol ey O srpreey

8. Specimen

Colect perptnral Hood i x ierile lubs with an
arfticoegalant (g Hepeen, EDTA)L

9. Procedure

Lyse/ro wash hing protocel

1. Collect peripheral blood in a sterike tube with

an anticoagubent jeg. Heparin, EDTAJ
2. Follow imtruction for whole Blood sntitady

Sairirg.
3 Add 100 pl of lysirg sokstion per 50w
of whale Blood. Mix the tubs with a vortex

inar.
Incubate for abiout 2.5 minutes of rooe

conwming and may ked to & b of certen
leukocyte subnets. Direct Hood sample stuining
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place in dinical bborstones m & fast nd
atcurate iwthed for whale blood flow cytometry
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Centrifuge

Flow cytommler

4. Storage and handling

Store the EXCELLYSE | st 2.25°C.

o Intended for in Vitro Diagnontic e in
laboratorien outside USA and Canada This
CE/IVD kit & in conformity with the Eurcpean
Directive 98/ 79/EC
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infectious and must be handed with cane.
Avcid dll contact of the sarrpile with She skin,
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cautiously with water for seversl minutes.
Rurmowve contact lenves, ¥ preunt snd sy o
do. Continue finsing.

PSO1: Dispome of contenta/conlsine o

authorized facifity for dengerowm wastes.
* See product Safuty Data Steet for full

w

Add 1 ml of delonized water (o the tube, mix

well and incubate for sbout 510 minudes,

wntil the burry blood smple saution
becomes cear.

4 Analyze the saogle mmedistely wirg flow
cytometer or store the semprie ot 2-8°C in the
dark and anabyze within 24 hours. No further
coll faation o required. See fgures 1 and 2
for wmple dets.
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twrnperatune
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mix well, snd incubute for sbout 5410
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4 c—uﬁ.-n-ml-smusoo.
7.

cytometer or slore the sample ot 2.8 *Cin
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Anexo n° 4 INSERTO DE RBC LYNSING

RBC Lysing Protocol

RBC Lysis Buffer (10X) Cat. No. TNB-4300-L100

Other Materials Required
+ Flow Cytometry Staining Buffer (Stain Buffer) (1X PBS with 2% FBS, 0.09%

Na-Azide)

Note: This protocol applies to human whole blood preparations. For use with other tissue
samples, it is recommended that the investigator optimize conditions to obtain best results.
RBC Lysis Buffer (10X) has been tested using blood collected with either heparin or EDTA
as the anti-coagulant and found to perform equivalently.

wn

o m N

Prepare 1X RBC Lysing Buffer by adding 1 part RBC Lysing Buffer (10X) with 9
parts room temperature distilled water.

Aliquot a sample of whale blood, typically 50-100 pL, to tube.

Add fluorochrome-labeled antibodies for staining directly to sample and mix
thoroughly.

Incubate for 30 minutes at room temperature and protected from light.

Add 2 mL of room temperature 1% RBC Lysing Buffer (prepared in step 1) and
pulse vortex (<5 seconds).

Incubate for 10-15 minutes at room temperature and protected from light.
Centrifuge cells at 500 x g for 5 minutes at room temperature.

Carefully decant supernatant and wash cells once with 1-2 mL Stain Buffer.
Centrifuge cells as in Step 7 and resuspend at the appropriate volume for analysis.
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Anexo n°5: Formato de Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Institucion: Universidad Privada Norbert Wiener
Investigador: Huamanyalli Villar Elizabeth

Titulo: EVALUACION DEL DESEMPERNO DE LISANTES PARA EL ESTUDIO DE
INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE FLUJO DE ESPECTRO COMPLETO EN SANGRE
PERIFERIC EN UN LABORATORIO PRIVADO, LIMA -2023.

Proposito del estudio

Usted ha sido invitado a participar en un estudio llamado: “EVALUApION DEL DESEMPENO DE
LISANTES PARA EL ESTUDIO DE INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE FLUJO DE ESPECTRO
COMPLETO EN SANGRE PERIFERIC EN UN LABORATORIO PRIVADO, LIMA -2023”. Este es un estu-
dio de investigacion realizada por: Bach. Elizabeth Huamanyalli Villar de la Universidad Privada
Norbert Wiener, para obtener el de Lic. en Tecnologia Médica.

El proposito de este estudio es seleccionar la solucion lisante con mejor desempeno para estudio de
inmunofenotipo por citometria de flujo espectro completo en un laboratorio privado de Lima-2023.
Para lo cual necesitamos 21 muestras de sangre periférica de donantes voluntarios sanos.

Su ejecucion permitird implementar protocolos con uso de solucién lisante adecuado para los
estudios de neoplasias hematoldgicas por citometria de flujo de espectro completo.

Procedimientos
Si usted decide participar en este estudio, se le realizara lo siguiente:

e Sesolicitara acercarse al area de toma de muestra del laboratorio Cytometric Bioservices
S.AC.

e Luego se procedera con el proceso de toma de muestra, lo cual serd recolectado un tubo
con anticoagulante EDTA la cantidad 3ml, mediante puncion venosa del brazo.

La extraccion de muestra es rapida y no se demorard mas de 5 minutos.

Riesgos: Ninguno.

Beneficios por participar: No tendra ningin beneficio alguno, pero con su muestra de sangre
ayudara realizar un estudio para seleccionar una solucion de lisis de hematies con mejor desempeiio
para estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo espectro completo.

Costos e incentivos

Usted no debera pagar nada por la participacion. Tampoco recibird ningtin incentivo econdémico
ni medicamentos a cambio de su participacion.

Confidencialidad

Nosotros guardaremos la informacion con codigos y no con nombres. Si los resultados de este
estudio son publicados, no se mostrara ninguna informacién que permita su identificacion. Sus
archivos no seran mostrados a ninguna persona ajena al estudio.

Derechos del paciente
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Si usted se siente incomodo durante la toma de muestra, podra retirarse de este en cualquier
momento, o no participar en una parte del estudio sin perjuicio alguno. Si tiene alguna inquietud
o molestia, no dude en preguntar al personal del estudio. Puede comunicarse con el (Elizabeth
Huamanyalli Villar- Cel: 998877139) o al comité que valid6 el presente estudio, Comité de Etica
para la investigacion de la Universidad Norbert Wiener, telf: 7065555 anexo 3285. E-mail:
comite.etica@uwiener.edu.pe

l. DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

He leido la hoja de informacion del Formulario de Consentimiento Informado (FCI), y declaro
haber recibido una explicacion satisfactoria sobre los objetivos, procedimientos y finalidades del
estudio. Se han respondido todas mis dudas y preguntas. Comprendo que mi decisién de
participar es voluntaria y conozco mi derecho a retirar mi consentimiento en cualquier momento,
sin que esto me perjudique de ninguna manera. Recibiré una copia firmada de este
consentimiento.

(Firma) (Firma)
Participante: Investigador: Elizabeth Huamanyalli
DNI: DNI:46793790
Fecha: (dd/mm/aaaa) Fecha: (dd/mm/aaaa)
(Firma)

Nombre testigo o representante legal:
DNI:
Fecha: (dd/mm/aaaa)

Nota: La firma del testigo o representante legal es obligatoria solo cuando el participante tiene alguna
discapacidad que le impida firmar o imprimir su huella, o en el caso de no saber leer y escribir.
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Anexo n° 6. Instrumentos.

1.- Pérdida de celularidad.

PERDIDA DE CELULARIDAD
CITOMETRIA DE FLUJO

HEMOGRAMA | RBC Lysis Buffer Pérdida EXCELLYSE Pérdida | EXCELLYSE I Lo
celular EASY celular Pérdida
Muestras | WBC (cel/ul) WABC (cel/ul) WBC (cel/ul) WABC (cel/ul) celular
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2.- Resolucion entre linfocitos y debris.

LISANTES

RBC Lysis Buffer

Excellyse |

Excellyse Easy

Linfocitos

Debris

Muestras

Media -
FSC-A

Media-
FSC-A

SD-
FSC-
A

Stain
index

Resolucidn

Linfocitos

Debris

Media -
FSC-A

Media-
FSC-A

SD-
FSC-A

Stain
index

Resolucidn
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Media -
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Resolucidn

OO NO N IWIN|F-

=
o

Iy
[y

=
N

[EEN
w

=
o

=
Ul

[
[e)]

=
~N

[EEN
0o

=
o

N
o

N
=

53




3. Conservacion de fluorescencias y aumento de CV.

Evaluacion de la intensidad de fluorescencia.

Exncellyse | Excellyse Easy RBCL

IFMpos- IFMpos- Resoluci IFMpas- Resoluci

Pblasié| Foblasié|_[FMneg_| #50neg) | =2 hesolusiéd Pablacién |Foblagién | FMneg | (50neg) | 2279 | 4n -DIF |Poblacién | Foblasién | FMneg | (S0neg)| 2272 | n -DIF

positiva | negativa | Diferencia z positiva regativa | Oiferencia 2 1250  |positiva negativa | Diferencia z 1250
1
z
3
4
5
5
T
g
9
1o
1
12
13
14
15
16
7
15
13
20
21
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Fluorocromo FPoblacion Positiva Poblacidn Negativa
FITC Neutréfilos Linfocitos T

PE Basdfilos Linfocitos T
PerCPcy5.5 Linfocitos T Linfocitos NK
PE-Cy7 Linfocitos B Linfocitos NK
APGC Monocitos Linfacitos NK
APC- Cy7 Linfocitos T CD8 LinfocitosT CD4
PB LinfocitosT CD4 Linfocitos T CD8&
PO Linfocitos totales Basdfilos




EVALUACION DEL COEFICIENTE DE VARIACION DE FLUORESCENCIAS

CD4 PACIFIC
BLUE (Linfo
TCD4+)

CD45 PACIFIC
ORANGE
(linfocitos
totales)

CD16 FITC
(neutrdfilos)

CD123 PE
(Basofilos)

CD3 PercP-Cy5.5
(linfo T)

CD19 PE-Cy7 (Linfo
B)

CD64 APC
(Monocitos
clasicos)

CD8 APC-Cy7
(Linfo TCD8+)

Muestras

EASY

EX.I

RBCL

EASY

EX.I

RBCL

EASY

EX.I

RBCL

EASY

EX.I

RBCL

EASY

EX.I

RBCL

EASY | EX.I | RBCL | EASY

EX.I| RBCL

EASY | EX.I | RBCL
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20

21

4.- DISTRIBUCION CELULAR SSC/FSC

NEUTROFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

EOSINOFILOS

BASOFILOS

EASY

Ex.|

RECL
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Ex.|
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6. FRECUENCIAS DE LAS POBLACIONES.

NEUTROFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

EOSINOFILOS

BASOFILOS

EASY

Ex.l
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Anexo n°7. Validacion del instrumento.

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS ISTREUMENTOS

TITULQ DE LA INVESTIGACION: Evaluacion del desempeiio de Lisante para el estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo de Ezpectro
completa en sangre periférica en un laboratorio privado, Lima-2023

Observaciones {precisar si hay suficiencia): Hay suficiencia

Opinidn de aplicabilidad:

Aplicable [}{] Aplicable despugs de corregir | Mo aplicable [ ]
Apellidos v nombres del juez validador. Dr. Borja Velezmoro Gustavo .ﬁ.dﬂlfd
DMI: 25709843

Correo: Institucional: gustavo.borja@uwiener.edu.pe
Especialidad del validador: Dr./Mg. Lic. Tecnologia Médica
MEtDl:llfulogD:[K=1 Tematico: [ ] Estadistico: [ 1

) ./ 28 de marzo de 2023

Firmd del experto informante
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CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS ISTRUMENTOS

TITULO DE LA INVESTIGACION: Evaluacion del desempenio de Lisante para el estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo de Espectro

completo en sangre periférica en un laboratorio privado, Lima-2023

Observaciones {precisar si hay suficiencia): Hay suficiencia

Opinian de aplicabilidad:

Aplicable [}{] Aplicable después de corregir || No aplicable [ ]
Apellidos y nombres del juez validador. lysg. Victor Radl Huaman Cardenas
DMI: 70092305

Correo: Institucional: victor.huaman@uwiener.edu.pe

Especialidad del validador: Dr./Mg. Lic. Tecnologia Médica

Metoddlogo: [ ] Tematico: [ x] Estadistico: [ ]|

Firma del experto informante
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CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS ISTRUMENTOS

IT'I'I'L'_]'LICIII DE LA INVESTIGACION: Evaluacion del desempenio de Lisante para el estudio de inmunofenotipo por Citometria de Flujo de Espectro
completa en sangre periférica en un laboratorio privado, Lima-2023

Observaciones {precisar si hay suficiencia): Hay suficiencia

Opinidn de aplicabilidad:
Aplicable [¥] Aplicable después de corregir[ ] Mo aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador. Lic. TM. Montoya Mori Milagros
DMI: 09216886

Correo: Institucional: milagros.montoya@uwiener.edu. pe

Especialidad del validador: Lic. TM,Jecnglgeia Médica

Metoddlogo: ] Tematico: [ x] Estadistico: | 1

14 de marzo de 2023

l;__ 'p"‘._\.“-'-l-r‘.-' |

Firma del experto informante
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Anexo n° 8: Matriz de categorizacion.

Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipdtesis

Variables

Disefio

Problema General

¢Cual serd el lisante con mejor desempefio
para el estudio de inmunofenotipo por
Citometria de Flujo de espectro completo en
sangre periférica en un laboratorio privado,
Lima - 2023?

Problemas especificos

1. ¢Cual sera la solucién lisante que

genere  menor pérdida de la
celularidad posterior al tratamiento de
inmunifenotipado de la muestra?

2. ¢Cudl de los lisantes obtendra mejor

resolucion respecto a los residuos

Objetivo General

“Evaluar el desempefio de
lisantes para el estudio de
inmunofenotipo por
citometria de flujo de
espectro completo en sangre
periférica en un laboratorio

privado, Lima, 2023”.

Objetivos especificos

e Evaluar la pérdida de

celularidad posterior a la

Evaluacion de

soluciones
lisantes para
estudio de

inmunofenotipo,
permitird
seleccionar con
mejor
desempefio  de

gstas.

Desempefio de
lisantes para
estudio de
inmunofenotipo.

Dimensiones

-Pérdida de
celularidad.

-Resolucion
entre debris y
linfocitos.

- Efecto en los
valores relativos
de las

Tipo de investigacion
Deductivo

Meétodo y disefio de la
investigacion

Método

- Aplicada
Disefo
Cuasi-experimental.
Poblacién, muestray
muestreo

Poblacién
-Donantes sanos de
laboratorio cytometric
Bioservices SAC.
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(debris/ruido electrénico), posterior a
la lisis de muestra marcada y lavada?
¢ Cual de las soluciones lisantes afecta
en menor proporcién las
distribuciones de poblaciones
leucocitarias?

¢Cual de las soluciones lisantes
obtendra una dispersion con mayor
solapamiento de las poblaciones
celulares en FSC y SSC con respecto
a las del lisante patron?

¢Cual de los lisantes obtendra mejor
resolucion entre poblaciones, segun
sus intensidades de fluorescencia
media (IFM) y bajo coeficiente de

variacién?

lisis de la muestra
marcada y lavada.
Determinar la resolucion
de los linfocitos respecto
a los residuos
(debris/ruido
electronico), posterior a la
lisis de muestra marcada
y lavada.

Evaluar el efecto de los
lisantes en las frecuencias
de poblaciones
leucocitarias entre los

lisantes.

Evaluar el efecto de los
lisantes en la distribucion
leucocitarias en FSC vy
SSC.

poblaciones
leucocitarias.

-Efectoen la
dispersion de
poblaciones
leucocitarias en
FSCy SSC

- Efectoen la
resolucion de la
fluorescencia
segun IFM.

Indicadores:

% de pérdida de
leucocitos.

Resolucion
(Stain index)

-% de la pérdida
de la poblacion
con respecto al
lisante patron

-CV de las
poblaciones en
FSC/SSC
media = 1DS
media £ 2DS

Muestra:

21 muestras de sangre
periférica con anticoagulante
EDTA.

Muestreo

No probabilistico de tipo
incidental.
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Evaluar el efecto de los
lisantes en la resolucion
entre  poblaciones y
coeficiente de variacién
segun intesidades de
fluorescencia  mediana
(IFM).

CV de las
poblaciones en
las fluorescencias
utilizadas

media + 1DS
media + 2DS
Resolucion
(Stain index)
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ANEXO N° 09: CARTA DE APROBACION DE COMITE DE ETICA

wv COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARATA
Uriars INVESTIGACION
Morbeert Wiener

CONSTANCIA DE APROBACION
Lima, 19 de junio d= 2023
Imvestigador|a)
Elizabeth Huamanyalli Villar
Exp. N°: 0§39-2023

Cie mi consideracion:

Es grato expresarls mi cordial saludo v a la vez informarle que el Comité Institacional de
Etica a la imwestizacion de la Unfversidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
evalme ¥ AFROBD los sizuisntes docamentos:

= Protocolo tihalade: “Evalnacion del desempetio de lsanmtes para el estudio de
inmencfesotips por citometria de flojo de especiro completo em sangre
periférica em un laboratorio privado, Lima-2023" Version 01 con fecha
240042023
= Formulario de Consentinviento Informado Version 01 con fecha 2404/2023.
El tual tisne como investigadeor principal al Sofa) Elizabeth Huamamyalli Villar ¥ al
mvestigador colaborador Cesar Alfonse Champa Guevara
La APR.OBACTON comprende &l cumplimiento de las buenas practicas éticas, el balance
rnesgovbeneficio, 1a calificacion del equipo de investigacion ¥ la confidencialidad de los
datos, enire ofros.
El investipadar debera considerar los siguientes puntos detallades a continnacien:
La wigencia de la aprobacion es de dos afies (24 meses) a partit de la emision
die este documenta.
El Informe de Avances se presentara cada § meses, ¥ 2l informe fnal una vez
concloide el eshadio.
Toda enmienda o adenda se deberd presentar al CIEI-UPHNW ¥ o podrd
implementarss sin la debida a;:mba::lm:.
Si aplica, la Renovacion de aprobacion del provecto de mvestizacion debera
imiciarse treinta (30} dias antes de la fecha de vencimiente, con su respectivo
informe de avance.
Es onamio mformo a usted para su conocimienio v fines perfinentes.

oo

Atentaments, )
e, l L Jﬁ

F i'-\.ﬂ-nhf

Yeany Marisol Bellido Fuente Svus, :ﬁ

",

Presidents del CIEI- UPNV =~

Averida Roplithica de Chile M7E12 Jeila Ml
Llreormidie] Proesda Mocberd &icaer
Teldfers: T06-5555 anesa 3200 Coll SR1-000-69E

Corpos: cimnibe ol fuwicnorabi po
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ANEXO N° 10: CARTA DE APROBACION DE LA INTITUCION PARA EL
DESARROLLO DEL PROYECTO.

CYTOMETRIC'

oservices SAC

WS EL PRIMER Y ONCO LABCRATORID PERLIANG DEL SECTOR
PLBLICO ¥ PRIVADO EN OFFECER LA TECROLOGIA DEL FUTURD
“CITOMETRIA DE FLLUO ESPeCTRALS

CONSTANCIA DE AUTORIZACION INSTITUCIONAL

Por &l presente documento, Yo Dr. Richard Rodrigo Dyer Velarde-Aivarez - Pa0iogo identficado
con DNI DE242204, en mi calkiad de Director Medico de CYTOMETRIC BIOSERVICES SAC,
1ocalzado en Av Del Alre 1308 en el distrito de San Luis, y Ing. Agustin Carios Aberto Zara
Escobar con DNI 08539735 en calldad de Gerante Ganeral

Autorizamos, 3 Ia Sachilier Huamanyall Vilar Eizabeth con DNE 45793790 de 3 universidad
Norbert Wiener, 13 EJECUCION o2 su PROYECTO ¢e tesls para obiener & TR0 Profesiona
genominado “Evaluacion del desempefio de Isames para estudcs d2 Inmunafenctipo par
Citometria de Flujo 02 S5peciro compieto en sangrs padfienca en Un 1aDoratono privado, Lima-
2023". EN 13 cud, 52 |2 bANGara & 300260 3 NUSSUaS INSLIACiones ¥ equIDos Para QuS puscs
raalzar su traajo.

Se expioe 13 presante constancia para 06 fiNes que estime convaniants.
Lima, 14 ge jullo de 2023
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