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Curso de postgrado: “De la Mesada al Citometro. Optimizacion de la
inmunocitometria Multicolorimétrica y Cell sorting”

1) Programa analitico :

Unidad 1): Reglas para optimizar la eleccion de fluoréforos en una combinacion
multicolorimétrica
(Parte Tedrica) (Duracioén: 2 1/2 horas)

1a. Definicion de inmunocitometria multicolorimetrica

1b. Configuracion o6ptica del citometro de flujo, su influencia en la sensibilidad de
resolucion.

1c. Indice de tincion del fluorocrémo: concepto y aplicacion.

1d. Nivel de expresion de la proteina blanco y su relaciéon con dichas reglas.

le. Sensibilidad de resolucién y poblaciones brillantes.

1f. Fluorocromos en tAndem y sus limitaciones.

1g.Superposicion espectral en la emision de fluorescencia. Su influencia en la resolucion
de poblaciones.

Casos Problemas: Se evaltan distintas muestras; Biopsia endometrial humana, células
mononucleares totales de sangre periférica humana, ganglio linfatico de rata en las cuéles
se valora la sensibilidad de resolucion frente a distintos esquemas de combinacién de
fluoréforos. (Duracion: 1 1/2 horas)

Docente a cargo: Bioq. Luis Ariel Billordo

Unidad 2): Controles en la citometria de flujo: (Parte Teo6rica). (duracion: 2 horas)
2a.Controles negativos en inmunofluorescencia directa e indirecta, con anticuerpos
monoclonales y policlonales.

2b.Autofluorescencia,FMO, controles isotipicos, controles isoclénicos.

2c.Controles de compensacion.

2d.Controles positivos. (control de desempefio del ensayo)

Casos Problemas: Buenas practicas del uso del control isotipico en muestra de células
mononuclares totales de sangre periférica. (Duracién: 1 hora)

Docente a cargo: Bioq. y Farm. Placida Baz



Unidad 3): Artefactos citométricos: (Parte Tedrica) (duracion: 2 horas)

4a.Agregados celulares: dobletes, tripletes. Detritos.

4b.Células muertas: su influencia. Exclusion de las mismas.

4c.Corrimientos inespecificos del tubo de reaccién respecto a sus controles negativos.
4d.Union no deseada de los anticuerpos (principalmente via Fc-RFc).

Casos Problemas: Exclusion de células apoptéticas por niveles de autofluorescencia y por
tincion con sondas de viabilidad resistentes a la fijacién/permeabilizacién. Exclusién de
agregados celulares en forma analitica (graficos de puntos de FSC-A vs FSC-W, SSC-A
vs SSC-W, FSC-H vs FSC-A).Buenas practicas del uso de control isotipico,
consecuencias de su uso incorrecto en una muestra de mononucleares totales derivada
de sangre periférica humana. Bloqueo de RFc con CD16/CD32 en muestra de tumor
mamario para inhibir la unién inespecifica de anticuerpos monoclonales a células
mieloides infiltrantes. (Duracion: 1 hora)

Docente a cargo: Bioq.y Farm. Placida Baz

Unidad 4): Inmunomarcacion de fosfoproteinas (vias de sefializacién): (Parte Teobrica)
(duracién: 2 1/2 horas)

3a.Comparacion entre las distintas estrategias de deteccién de fosfoepitdpes.

3b.Factores experimentales influyentes en los resultados.

3c.Métodos secuenciales y No secuenciales de inmunomarcacion.

3d.Protocolos y reactivos comerciales de permeabilizacion/Fijacion.

3e.Marcadores de superficie celular humanos/murinos validados para inmunoandlisis de
fosfoproteinas.

Casos Problemas: Simulacion de los pasos a evaluar para la inmunomarcaciéon de pStatl
(pY701), CD4 y CD56 con la utilizacion de la base de datos Cytobank
(www.Cytobank.org)

y la eleccion del protocolo mas adecuado para ésta combinacién. (Duracion: 1 1/2 horas)

Docente a cargo: Bioq. Luis Ariel Billordo

Unidad 5): Interpretacion y andlisis de datos: (Parte Tedrica) (duracion: 3 horas)

5a.Validacion interpretativa holistica de los datos citométricos.

5b.Validacion de la compensacion.

5c.Numero de eventos adquiridos; un abordaje estadistico.

5d.Métodos de analisis de datos: manual y automatizado.

Casos Problemas: Compensacion y validacion de la misma en una muestra de lavado
hepatico con una combinacion de 7 colores. Infiltrado linfocitario en masculo cardiaco, la
subjetividad del citometrista en la compensacion.3 Técnicas de analisis en una muestra
de espermatozoides humanos en un ensayo de Tunel, su comparacion de desempefio
analitico. La importancia de la multiparametria para la identificacion de LTreg en una
muestra de ganglio linfatico de rata. Uso de cuadrantes ortogonales en el analisis de
muestras, sus limitaciones. (Duracion: 2 horas)




Docente a cargo: Bioq. Luis Ariel Billordo

Unidad 6): Separacion celular por Citometria de Flujo (Parte tedrica) (duracion:3 horas)

6a.Comparacion entre los distintos métodos de Separaciéon de Flujo- Mecéanico y
Defleccion electroestética.

6b.Separacién de Flujo aséptico y no aséptico.

6c.Desempefio de la separacion celular de flujo por defleccion electroestatica:
Rendimiento, Recuperacion, eficiencia y Pureza.

6d. Puesta a punto de la separacion celular de Flujo electroestatico: Factores afectantes
del desempefio de la separacion celular; consideraciones de la citometria analitica,
calculo de Drop-delay, tamafio del nozzle, temperatura de la mezcla celular, umbral de
lectura, modos de precision del sorting, tipo celular, etc.

Casos problemas:

Estimacion del nimero de células por muestra a separar de acuerdo al numero de células
purificadas requeridas, concentracion celular requerida, estimacion del tiempo de
procesamiento.

Discusion de diferentes muestras separadas para interpretar el calculo de Rendimiento,
Recuperacion y pureza.

Discusion de casos problematicos; poblaciones poco frecuentes, células adherentes, etc.
(Duracion: 2 horas)

Docente a cargo: Bioq. Luis Ariel Billordo y Biog.Farm Placida Baz.

2) Caracteristicas metodoldgicas:

Curso teorico con practico, en el cual cada clase constara de 2 partes:

En la primera de ellas el docente hara una introduccion teérica del tema, con un ejemplo
del caso-problema y posterior discusién con el alumnado. La presentacion sera de tipo
expositiva en un formato Power Point con ayuda del pizarrén en caso necesario.

En la segunda parte se les brindaran a los alumnos casos problematicos a resolver
relacionados a la unidad tematica correspondiente, ésta actividad serd realizada en
grupos de 5 alumnos cada uno. Una vez resueltos los casos, su solucidn sera expuesta al
resto de la clase para ser discutida y analizada con el docente.

3) Recursos didacticos:

Diapositivas de Power Point.
Publicaciones cientificas (Papers) en formato digital (pdf).
Software de andlisis citométrico (Flow Jo, Cell Quest, etc).

4) Carga Horaria:

24 horas reloj total, distribuido en 2 clases de 5 horas, 2 clases de 4 hs y 1 clase de 6hs.
Las mismas seran repartidas en 15 horas la parte tedrica y 9 horas la parte practica.

Los dias de dictado de clases seran durante una semana de lunes a viernes en horarios a
confirmar.

5) Procedimientos de evaluacién:

Examen final escrito individual (Via online): Se evaluaran 12 casos problematicos. La
aprobacion del examen debe tener 9 casos resueltos correctamente.



Los requisitos de aprobacion del curso seran una asistencia minima del 80 % (5 clases) y
aprobacién del examen final.

Docentes:

Biog. Luis Ariel Billordo

Dr. Héctor M Targovnik

Farm y Biog. Placida Baz Director del Curso
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