lﬂstxtuto Nactonal : “ARo del Bicentenario de la consolidacién de nuestra Independencia y de la
de Saiud del Nma

conmemoracion de las heroicas batallas de Juain y Ayacucho”

27 -2024-DG-INSN

RESOLUCION DIRECTORAL
Lima, 02 defebvs del 2024
Visto, el expediente con Registro DG-001384-2024, que contiene el
Memorando N° 005- DEIDADT-INSN/2024 mediante el cual se adJunta el Documento

Técnico: “GUIA TECNICA: PROCEDIMIENTO PARA CITOMETRIA: INDICE DE ADN”,
elaborada por el Servicio de Hematologia.

CONSIDERANDO:

Que, los numerales II y VI del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley
General de Salud, se establecen que la proteccion de la salud es de interés publico y
por tanto es responsabllldad del Estado regularla, vigilarla y promoverla;

Que, los literales c) y d) del Articulo 12° del Reglamento de Organizacion y
‘Funciones del Instituto Nacional de Salud del Nifio, aprobado por Resolucion
‘Ministerial N° 083- -2010/MINSA, contemplan dentro de las funciones de la Oficina de
Gestidn de la Calidad el de implementar las normas, estrategias, metodologias e °
instrumentos de la calidad para la implementacion del Sistema de Gestion de la
Calidad, vy - asesorar ‘en la, formulacién de normas, guias de atencion’ y E
procedlmlentos de atencion al paciente; ~

Que, mediante Memorando N° 005-DEIDADT-INSN/2024, la Direccion Ejecutiva
de Investigacion, Docencia en Apoyo al Diagndstico y Tratamiento remite a la
Oficina de Gestion de la Calidad €l Documento Técnico: “GUIA TECNICA:
PROCEDIMIENTO PARA CITOMETRIA: INDICE DE ADN”, elaborado por el Servicio -~
de Hematologia. )

Que, con Memorando N° 036-2024-DG/INSN, de fecha 18 de enero del 2024
la Direccion General aprueba el Documento Técnico: “GUIA TECNICA: ™
PROCEDIMIENTO PARA CITOMETRIA: INDICE DE ADN”, elaborada por el Servicio -
de Hematologia; y autoriza la elaboracion de la resolucion correspondiente;

Con la opinién favorable de la Direccion General, la Oficina de Gestion de la
Calidad, Direccién Ejecutiva de Investigacion, Docencia en Apoyo al Diagndstico y
Tratamiento y la Visacién de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Nacional de
Salud del Nifio, y;

De conformidad con lo dispuesto en la Ley N° 26842, Ley General de Salud, y
el Reglamento de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Salud del Nifio,
aprobado con Resolucidn Ministerial N° 083-2010/MINSA;
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SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar el Documento Técnico: “GUIA  TECNICA:
PROCEDIMIENTO PARA CITOMETRIA: INDICE DE ADN”, que consta de 23 paginas,
elaborado por el Servicio de Hematologia del Instituto Nacional de Salud del Nino.

/@\ Articulo 2°.- Encargar a la Oficina de Estadistica e Informatica, la
e ~%Y, publicacién del Documento Técnico: “GUIA TECNICA: PROCEDIMIENTO PARA

CITOMETRIA: INDICE DE ADN”, en la pagina web Institucional.
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FINALIDAD

Estandarizar el procesamiento del estudio del indice de ADN de pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda B mediante citometria de flujo; y evaluar el ciclo
celular para la correcta clasificacion del riesgo de recaida temprana en pacientes
con Leucemia Linfoblastica Aguda B.

OBJETIVO

e Describir la técnica de procesamiento del indice de ADN de pacientes
con Leucemia Linfoblastica Aguda B mediante citometria de flujo.

e Analizar el ciclo celular por citometria de flujo de blastos leucémicos de
pacientes con leucemia linfoblastica de linaje B.

e Detectar aneuploidias de ADN en blastos de linaje B de pacientes con
LLA en el momento del diagnéstico.

AMBITO DE APLICACION

La presente guia de procedimiento es de aplicacién y cumplimiento por parte del
personal que labora en el area de Citometria de flujo del Servicio de Hematologia
- Departamento de Investigacion, Docencia y Atencién en Patologia del Instituto
Nacional de Salud del Nifio —Brefia.

Iv. PROCESO O PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
NOMBRE: Citometria - indice ADN CPMS: 88182.01
V. CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. POBLACION OBJETIVO
Muestras sanguineas de pacientes pediatricos desde los cero hasta los 17
afios 11 meses 3 semanas y 6 dias quienes acudan al INSN — Brefia con
solicitud de analisis de laboratorio y requerimiento de procesamiento de
citometria de flujo para indice de ADN.
* Excepcionalmente se atendera solicitudes de personal que labora en el
INSN — Breiia.
5.2. PERSONAL QUE INTERVIENE
Médico Patélogo clinico, Tecnélogo Médico en laboratorio clinico, técnico de
laboratorio.
5.3. MATERIAL
< Equipos Biomédicos
- Citémetro de flujo de 8 colores.
- Agitador de tubos tipo vortex.
- Micropipeta de 1 —10 ul
- Micropipeta de 10 — 100 ul
|N$TIT|l\j'Tg st\.{:%%? ’EESALUD DEL NIRO STIT fillzfg‘d'\klzglgsn‘i;\? [?Ets:s D DEL Nif;
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TEMPERATURA DE . VIDAUTIL
REACTIVO PRESENTACION ALMACENAMIENTO v | TEMPERETURA | * pespuEs pe
CONSERVACION ABIERTO

Kit de ADN para

leucemia

linfoblastica

* Anticuerpo primario : Hasta fecha
* Anticuerpo detzlrtrr?i?ll:‘ci?les 2-8°C 15-30°C de
secundario vencimiento
*Solucion de lisis
*Solucién de marcaje
ADN.

........................................

< Productos Farmacéuticos
No aplica
5.4. ASPECTOS TECNICOS CONCEPTUALES
5.4.1. PRINCIPIO

Leucemia Linfoblastica B es una neoplasia de precursores linfoides comprometidos
con células de linaje de B. (1)

El indice de ADN de las células blasticas de linaje B se calcula comparando la
dispersion relativa del pico de células leucémicas B y de células hematopoyéticas
normales. (2).

El indice de ADN se expresa como el cociente entre la media del pico correspondiente
a la cantidad de ADN de las células B leucémicas en fase G0/G1 y la media del pico
GO0/G1 de las células normales residuales). (2)

5.4.2. METODO
Utiliza el método de citometria de flujo con laser de 8 colores, donde se identifica la
poblacién B patolégica a través de una sefial fluorescente (FITC) ligada a la expresion
de CD19, CD20, CD10, CD22 (antigenos especificos de linaje B), asi mismo las
células presentes son marcadas con fluorocromo (Yoduro de propidio) que se unen

estequiométricamente a los acidos nucleicos y emiten fluorescencia proporcional al
contenido cromos6mico. (3)

5.4.3. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

> Verificacion de precisién y veracidad del analizador con Protocolo CLSI EP15-A3.

5.4.4. TIPO DE MUESTRA

SISTEMA BIOLOGICO: Médula Osea/sangre periférica antlcoagulada con EDTA K2.

MINISTERIO PE baiLu
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5.4.8. INTERFERENCIAS

> No usar muestras de paciente previamente fijadas y almacenadas mas de 48
horas, preferible trabajar con muestras frescas.

> Las muestras obtenidas de pacientes tratados con medicamentos
inmunosupresores pueden ofrecer una escasa diferenciacion.

> Las muestras hemolizadas deben rechazarse.

5.4.9. PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO PARA CALCULAR LOS
RESULTADOS

Seglin recomendaciones de grupo experto en software Infinicyt, Gltima version,
seleccionando los tubos adquiridos del paciente en estudio.

N

5.4.10. INCERTIDUMBRE

No aplica.

5.4.11. INTERVALOS DE REFERENCIA BIOLOGICOS O VALORES DE
DECISION CLINICA

CITOMETRIA iNDICE DE Intervalo de referencia
ADN

0.95-1.05

FUENTE: Look et. Al. (1985) Prognostic Importance Of Blast Cell Dna Confent In
Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia. Blood 65, 1079 —1086 (4)

5.4.12. INTERVALO VALIDO PARA INFORMAR LOS RESULTADOS DE
LOS ANALISIS

No aplica.

5.5. DEFINICIONES OPERATIVAS

- Anticuerpo primario: Mezcla de anticuerpos monoclonales murinos
purificados frente a antigenos presentes en células B leucémicas humanas
(CD19, CD20, CD10, CD22). (2)

- Anticuerpo secundario: Fragmentos F(ab")2 de IG de cabra, anti-IgG de ratén
marcados con FiTC.(2)

- Solucioén de lisis: Solucion lisante de hematies.(2)

- Solucién de marcaje de ADN: Solucion que contiene detergente, RNAsa e
Yoduro de Propidio. (2)

- Yoduro de Propidio: Contra tincién nuclear y cromosémica de fluorescencia
roja, es impermeable a las membranas celulares vivas y exhibe una
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EJECUCION

a. Actividad 1: Recepcion de muestra en el laboratorio de | 2 minutos
hematologia.
Verificar datos de auditoria SIS en sistema LABONET 1 minuto
Registrar solicitud de paciente en Formato de registro y 1 minuto

entrega de resuitados citometria de flujo: leucemias

Ver instructivo de procesamiento de indice de ADN por
citometria de flujo.

El nimero de eventos a adquirir son 50 000 eventos com
minimo. '

b. Actividad 2: Procesamiento de la muestra 7.5 minutos
Desagregar muestra con ayuda de una jeringa. 1 minuto
Realizar recuento de la celularidad de la muestra. 2 minutos
En un tubo de 12 x 75 mm, colocar el volumen requerido 2 minutos
de muestra mas 40 ul de anticuerpo primario, agitar e
incubar 10 minutos en oscuridad.

Colocar 2 ml de buffer PBS de lavado y centrifugar a 540 30 seg
gravedades, decantar sobrenadante con pipeta y
resuspender el botdn celular.

Afadir 20 ul de anticuerpo secundario, agitar e incubar en 30 seg.
oscuridad..

Colocar 2 ml de buffer PBS de lavado y centrifugar a 540 30 seg
gravedades, decantar sobrenadante con pipeta y
resuspender el botén celular.

Anadir 2 ml de solucion lisante, agitar, incubar a 30 seg
temperatura ambiente y oscuridad, centrifugar a 540
gravedades, decantar sobrenadante por inversion vy
resuspender el botén celular.

Afiadir 1 ml de solucién de marcaje de ADN, agitar e 30 seg.
incubar la muestra en oscuridad.

c. Actividad 3: Adquisicion en el Citdometro 10 minutos
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6.6.2 OTRAS

- Conservar los anticuerpos tapados y a temperatura de 2° a 8°C cuando no
se use.

- Proteger los anticuerpos del congelamiento, de temperaturas por encima de
30°C y de tiempo prolongado a temperatura ambiente (18° a 26°C).

- No usar los anticuerpos si se observa algiin cambio en su apariencia, la
precipitacion o decoloracién indica inestabilidad o deterioro.

- Los anticuerpos contienen azida de sodio como preservante, sin embargo,
se debe tener cuidado que una contaminacién microbiana pueda ocurrir, la
cual podria ocasionar resultados erroneos.

- Todas las muestras biolégicas y materiales en contacto con ellos deben
considerarse peligrosos, se debe tener precauciones para su manejo. Usar
ropa, gafas protectoras y guantes.

- Los anticuerpos con fluorocromo tandem son mas brillantes que los
conjugados solos pero son particularmente mas sensibles a degradacion
foto inducida, resultando en pérdida de fluorescencia y cambios en
desborde de la fluorescencia.

- lLas células marcadas deberian analizarse dentro de las 4 horas de
marcacion previamente refrigeradas (2 — 8°C) y cubiertas de la luz

Indicaciones

® Indicaciones absolutas

Estudio de indice de ADN en pacientes con diagnéstico de nové de LLA-
B.

* Indicaciones relativas
Estudio de indice de ADN en pacientes con recaida de LLA-B.
6.7.  EVALUACION
6.7.1. VALORES DE ALERTA Y/O CRITICOS, CUANDO CORRESPONDA
No aplica
6.7.2. INTERPRETACION CLINICA DEL LABORATORIO
Revision, analisis y elaboracién de informe final por Médico Patélogo Clinico, previa

evaluacion del control de calidad y calibraciones diarias; y segin corresponda, la
informacién clinica disponible e interpretacion de resultados.

6.7.3. FUENTES POTENCIALES DE VARIACION

STERIQIDE SALUD
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- Difundir y verificar de forma permanente el cumplimiento del presente

documento.
7.4. Tecnélogo Médico
- Cumplir lo dispuesto en el documento
- Realizar el control de calidad correspondiente

- Elaborar el Procedimiento

7.5. Técnico de laboratorio

- Verificacién de las condiciones pre analiticas de la muestra.

- Transporte de muestras.
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e a2 — ’ INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NIKO
DEPARTAMERTO DE PATOLOGIA
Evagyy . Lo PETITORIO DE ANALISIS CITOMETRIA DE FLUSO

RECOMENDACIONES PARA LA YOMA BE MUESTRA Y ENVIO DE SOLICITUDES

1. Las salicitudes de andtisis que no presenten los datas requeridos no serdn aceptadas.

2. Las muestras sin rétulo no serdn recibidas.

3. Para Estudio de Linfocitos T CD4+, CD8+ y Estudio de Linfocitos T/B/NK: Sangre periférica en tubo EDTA K2 (mfnimo 3mL).

4. Para Leucemia Aguda Debiut/SMD: Sangre medular en tubo de EDTA K2 (minimo 3mL).

5. Muestras de sangre periférica coagulada y/e volumen insuficienta serdn rechazadas.

6. Transporte de muestras inmediato a temperatura ambiente, con medidas de bioseguridad adecuadas.

2. Enviar una limina con el frotis de la muestra que se ha tomado o una l3mina de aspirado de MO {Excepto LCR}

8. En los casos de controles indicar etapa del tratamiento en que el paciente se encuentra.

9. Descripcién del fenodpo diagndstico debut en ¢l caso de EMR.

10. Las muestras de LCR y otros fiquidos corporates TODOS deben ser tamadas en tubos EDTA 2 con estabilizante
celufar (Transfin), que serd entregado por nuestro laboratorio previa coordinacidn,

11. €t envie de tras externas deberd ser coordinade con el Servicio
insn et —
St SRR —
i I PARA TOMA DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA
{Paciente: . HLl:

Una toma de muestra de sangre periférica presenta riesgos muy limitados, sin embargo an algunos casos puede ocasionar un hematoma e
inflamacién en el drea del pinchazo posterior 2 {3 extraccién, éstos efectos no son graves y tienden a desaparecer, para reducir esta
posibilidad es recomendable que posterior al procedimiento se mantenga presién en 1a 2ona del pinchazo por al menos 10 3 1S minutos y
se suglere no flexionar ef brazo ni reatizar esfuerzo fisico. €s nuestro deber informar de esta posibilidad paca que usted este informado, por|
{o que se requiere su consentimiento para realizar ef procedimiento.

Yo con DNIN* {PADRE/APODERADO), A TRAVES DEL PRESENTE
{DECLARD CONOCER LOS RIESGOS ASOCIADOS AL PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA OE SANGRE ¥ DOY Mt CONSENTIMIENTO PARA
SU REALIZACION.

FIRMA DE FAMILIAR O APODERADO
NOMBRE:

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO
FechayMora: __J__/

Se me ha informado que puedo revocar este consentimiento adn despuds de haberto fitmodo y, por elic NO AUTORIZO la realizacion del
 procedimiento descrito anteriormente y, hablendo entendido las implicancics que ello conlfeve, asumo fas consecuencios que de eilo
puedan derivarse para la salud o la vida de mi menor hijo, deslindando de toda responsabilidad of Equipe médico y a lo Institucida.

MINISTERIO D,
INSTITUTO NACIONAL

canssssvunsacsssisssacasanrfssranniinsassanerrerran

Dra. Dma Marle i Olave Quispe
JEFE DEL SERVIC DE HEMATOLOGIA
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8.5. DECLARACION DE CONFLICTOS DE INTERESES

Declaracion de conflicto de intereses

El/los elaborador(es), el/los revisor(es) y el/los Jefe(s) declaran no tener ninglin conflicto de
interés potencial con respecto a la investigacion, autoria y/o publicaciéon de la Guia

Técnica:(nombre de la guia técnica)

ELABORADO POR:

Lic TM. lvonne Carranza Champac

Firma y Sello:

WMSTERIN OF SMLTIASE
INSTINTO NAGIGNAL  BiEs, 080

FeEeCEANNSERRARORTIAEY

Fecha, hora y lugar: ... Diciembre 2023, 14:00 horas, Lima

REVISADO POR:
Dra. Dina Olave Quispe

INISTERWOJLL.
INSTITUNO NACIONALDE SALuu wze i

Firma y Sello:
............ lé'r'\'i'é'lé'\(féﬁliispc
Dra. Dm%Ar}A OGO CLINICO N

\CIO DE HEMATOLOGIA

R
JEFE DBl 3416 RNE. 24167

Fecha, hora y lugar: ... Diciembre 2023, 16:00 horas, Lima

APROBADO POR:

Jefe de Departamento: M. C. Lilian Patifio Gabriel
Jefe de Servicio: Dra. Dina Olave Quispe
Firmas y Sellos:

MINISTERIg] DE SALUD :
INSTITUTO NACIONAY DE SALUD DEL NiRO USTITHY O NACIONAL BF SALUD DEL NiRD

L ggicfi)rif(l:\(/)e Quispe iy a GABRIEL
JEFE DEL SERVYCIO DE HEMATOLOGIA : . Tingfito de Invesligactc’)n

CMP. 53816 RNE. 28167 = 3 {‘\.f‘:ﬁilz‘t;:‘?"z;’,“al\t;i\l(ﬁ]“l?\S‘llls
~ =R as

Fecha, hora y lugar: ... Diciembre 2023, 09:00 horas, Lima
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INSTITUTO NACIONP&.)

. 8
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8.6 ANEXO 6: INSUMOS, EQUIPOS BIOMEDICOS Y/O MEDICAMENTOS
UTILIZADOS

Instruccion: defallar de manera ordenada en el cuadro de denominacién el/los equipos biomédicos,

instrumental y mobiliario a ufilizar, ademas de la cantidad y especificaciones de cada uno.

Citdmetro de flujo de 8 colores. - Equipo en cesién de uso
Agitador de tubos tipo vortex. - Equipo en cesion de uso
Micropipeta de 1 — 10 ul - Equipo en cesidn de uso
- Micropipeta de 10 — 100 ul - Equipo en cesion de uso
Micropipeta de 100 —1000 ul - Equipo en cesion de uso

Conservadora de reactivos _ --

Centrifuga para tubos. -

Tubo para extraccién de sangre con sistema de | 1 unidad.
vacio de polipropileno de 3 mL con EDTA

dipotasico.
h ﬁuantes de nitrilo para examen descartable talla | 1 par

Aguja descartable 20G x 1° 1 unidad
Lentes protectores de policarbonato. 1 unidad

‘ Jeringa de 3 ml 2 unidades

. Papel bond 80 gr tamario A4 4 unidades
Punteras descartables de 10 — 100 ul. 5 unidades | Consumible en cesién de uso
Punteras descartables de 100 — 1000 ul. 3 unidades | Consumible en cesién de uso

Tubos para citometria de flujo de 12 x 75 mm. | 3 unidades | Consumible en cesion de uso

Gradilla para tubos de 12 x 75 mm. - Consumible en cesién de uso
Solucién tampén (buffer) para citometria de 1 litro

flujo

Solucién de limpieza para citometro de flujo 56 mi

Solucién shut down 83 ml

Solucién TAMPON (buffer) PBS 100 ml Consumible en cesion de uso
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8.7. ANEXO 7: FORMATO DE INFORME DE RESULTADOS

DIDAP
SERVICIO DE HEMATOLOGIA
INFORME DE CITOMETRIA DE FLUJO

HCL: NOMBRE: EDAD:
MEDICO: FECHA INFORME:
PROCESADO: FECHA T
SERVICIO: FORMATO:
DLAGNOSTICO MUESTRA E5TUDIO:

ESTUDIO DE iNDICE DE ADN

INDICE DE ADN {V.R. 0.95-1.05}
Cosficienta de variacidn
GO/G1:

S+HG2/M:

RIRR

CUNCLUSION
&l estudio de ADN da los blastos B patoldgicos de 13, méduls Ssea/ sangre periférica muestra un
contenido de ADN {ADN= ..... ]} con una tasa proliferativa {S+G2/M) de .....%

IADN mayor o igual a 1.16 se relaciona a prondstico favorable en pacientes pediatricos con LLA.

Acute| Lvmghablastlc Leu:kemia B(ood 65,1079 ~1086.
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