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ROD O

La Citometria de Flujo Multiparamétrica es en una herramienta diagnéstica valiosa en el estudio de inmunodeficiencias y
enfermedades oncohematoldgicas.

La variedad de instrumentos y reactivos disponibles hacen que se obtengan datos crudos que pueden conducir a diferentes
resultados segun el criterio del citometrista que los analiza. A lo largo de los afios se han disefiado estrategias tendientes a
obtener datos comparables entre distintos equipos y laboratorios con el fin de generar la menor variabilidad posible en los
resultados informados. El consorcio Euroflow es el mayor ejemplo de esto.

Tomando la estrategia del “Harmonemia Project” realizamos la armonizacion de las intensidades de fluorescencia entre dos
citometros de flujo de nuestro laboratorio, Navios y Cytomics FC500, ambos de marca Beckman Coulter ®.

ODOLOGIA

En un primer paso se establecieron los voltajes para cada una de las 5 fluorescencias (FL1, FL2, FL3, FL4 y FL5) en cada
equipo adquiriendo una muestra de sangre periférica sin marcar, de manera que las células se encuentren dentro del
primer canal de la escala logaritmica (Moda=0,3). Posteriormente se adquirieron las particulas Flow-Set PRO® en FC500
y se evaluaron las intensidades medias de fluorescencia (MFI). Luego se realizé el mismo procedimiento en Navios y se
corrigieron los voltajes de manera que las MFI fueran coincidentes con las obtenidas en FC500 (+/- 10) . Finalmente se
realizé la compensacion de cada citdmetro.

Para evaluar si la armonizacion habia resultado adecuada se marcaron 12 muestras de sangre periférica con anticuerpos
monoclonales para estudio de subpoblaciones linfocitarias: CD8+CD16 (FITC), CD4 (PE), CD45 (ECD), CD3 (PCy5) y
CD19 (PCy7) y se adquirieron en los dos equipos. Posteriormente se compararon las MFI de las poblaciones linfocitarias
estudiadas y se realizé una regresion lineal para evaluar el grado de correlacion entre las MFI obtenidas.

R ADO

Las regresiones lineales arrojaron Coeficientes de Determinacién (R2) con valores mayores a 0,9 en todos los casos
(Tablal y Figura 1), lo cual indica un alto grado de correlacién de los datos obtenidos. En la Figura 2 se pueden observar
los histogramas obtenidos al analizar las subpoblaciones linfocitarias de una muestra con Navios y FC500,

superpuestos.
FL1 FL2 FL 4 FLS
Muestra| NAVIOS | FC500| NAVIOS|FC500{ NAVIOS FC500 |NAVIOS |FC500
1 59,89 | 552 | 37,93 | 34,99 73,57 73,97 | 32,65 |30,65
2 62,75 | 5586 | 36,98 |3592( 77,12 70,8 27,25 | 26,26 FL1 FL2
3 39,57 | 354 | 33,12 | 316 | 79,92 68,72 | 30,88 | 29,57 - 2 =
4 59,26 | 59,69 39,97 | 37,97 79,71 78,23 | 3291 | 30,09 F 0,824 R* =0,9746
5 4253 | 41,79 | 29,68 |28.41| 64,99 486 | 3229 |30,06 2
6 46,7 |46,06| 30,8 |29,16| 77,79 66,35 | 3437 |3201 /‘} /
7 406 |3533| 2308 |2254| 63,88 483 | 254 |2429 y o
8 56,65 | 64,38 | 39,3 | 4148 101,49 9873 | 32,09 | 31,16 g T3 g f
9 7245 | 82,8 | 51,72 | 54,04 1218 122,75 29,44 | 28,04 o e = /
10 56 60,37 | 43,44 | 442 [ 111,37 108,01 33,17 | 31,59 w - “
1 69,92 | 79,19 23,03 | 23,43 | 113,74 9102 | 358 |3288
12 7639 |8649| 4578 | 458 [ 91,98 87,67 | 2777 | 26,35
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Figura 2: Superposicién de histogramas de FC500 y Navios, paraunadada muestra.




