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de salud del ch : conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

N° L/? =2024-DG-INSN

RESOLUCION DIRECTORAL |
Lima, &5 de /€50 qel 2024

Visto, el expediente con Registro DG-001385-2024, que contiene el
Memorando N° 006-DEIDADT-INSN/2024 mediante el cual se adjunta el Documento
Técnico: “GUIA TECNICA: PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
DETECCION DE HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA”, elaborada por el
Servicio de Hematologia.
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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 responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y promoverla;

Que, los literales ¢) y d) del Articulo 12° del Reglamento de Organizacion y
Funciones del Instituto Nacional de Salud del Nifio, aprobado por Resolucidn
Ministerial N° 083-2010/MINSA, contemplan dentro de las funciones de la Oficina de
Gestién-de la Calidad. el de implementar las normas, estrategias, metodologias e
instruméntos de la calidad para la implementacion del Sistema de Gestién de la
Calidad, y -asesorar en la formulacidn de normas, guias de atencion-y- " - "
proced|m1entos de atencmn al paCIente ;

Que, mediante Memorando N° 006-DEIDADT-INSN/2024, la Direccion EJecutlva'
de Investigacién, Docencia en Apoyo al Diagnostico y Tratamiento remite a la
Oficina de Gestion de la Calidad el Documento Técnico: “GUIA TECNICA_
PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUIO PARA DETECCION DE
HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA”, elaborado por el Servicio de
Hematologia.

Que, con Memorando N° 040-2024-DG/INSN, de fecha 18 de enero del 2024,
la Direccidn General aprueba el Documento Técnico: “GUIA TECNICA
PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE
HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA”, elaborada por el Servicio de
Hematologia; y autoriza la elaboracion de la resolucion correspondiente;

Con la opinidn favorable de la Direccién General, la Oficina de Gestion de la
Calidad, Direccién Ejecutiva de Investigacion, Docencia en Apoyo al Diagndstico y
Tratamiento y la Visacion 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 Resolucién Ministerial N° 083-2010/MINSA,;
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SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar el Documento Técnico: “GUIA TECNICA:
PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE
HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA”, que consta de 22 péginas,
elaborado por el Servicio de Hematologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio.

Articulo 2°,- Encargar a la Oficina de Estadistica e Informatica, la
publicacién del Documento Técnico: “GUIA TECNICA: PROCEDIMIENTO DE
CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA
NOCTURNA”, en la pagina web Institucional.
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GUIA TECNICA PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE HPN

FINALIDAD

Estandarizar el procesamiento del estudio de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna (HPN) mediante citometria de flujo.

OBJETIVO

e Describir la técnica de procesamiento de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna mediante citometria de flujo.

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 Atencion en Patologia en del Instituto
Nacional de Salud del Nifio —Brefia.

PROCESO O PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
NOMBRE: Citometria de flujo para deteccion de HPN CPMS: 88185.01

CONSIDERACIONES GENERALES
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 andlisis de laboratorio y requerimiento de estudio de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna por citometria de flujo.

* Excepcionalmente se atendera solicitudes de personal que labora en el
INSN — Brefia.

PERSONAL QUE INTERVIENE

Médico Patélogo clinico, Tecnélogo Médico en laboratorio clinico, técnico de
laboratorio.

MATERIAL
< Equipos Biomédicos

- Citémetro de flujo de 8 colores.
- Agitador de tubos tipo vortex.

- Micropipetade 1 — 10 ul

- Micropipeta de 10 — 100 ul

- Micropipeta de 100 — 1000 ul

- Conservadora de reactivos

- Centrifuga para tubos.

- Reloj de tiempo con alarma.
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< Instrumental

No aplica

< Insumos Médicos

1 tubo para extraccion de sangre con sistema de vacio de polipropileno
de 3 mL con EDTA dipotasico.
1 aguja descartable 20G x 1"
1 par guantes de nifrilo para examen descartable talla M
Lentes protectores de policarbonato.
Papel bond 80 gr tamafio A4
Punteras descartables de 1 — 10 ul.
Punteras descartables de 10 — 100 ul.
Punteras descartables de 100 — 1000 ul.
Tubos para citometria de flujo de 12 x 75 mm.
Gradilla para tubos de 12 x 75 mm.
Otros:

Reactivos de laboratorio

citometria de flujo

TEMPERATURA DE VIDA UTIL
SOLUCION PRESENTACION | ALMACENAMIENTO Y | TEAMPERATUR | DESPUES DE
CONSERVACION ABIERTO
Solucién tampén e
(buffer) para 20L 20-30°C 20-30°C Hasta sutémino

Solucién de limpieza

formaldehido 10x

para citémetro de 5L 20-30°C 20-30°C Hasta su término
flujo
Solucién shut down 5L 20-30°C 20-30°C Hasta su término
Solucién lisante de
glicol dietileno y Frasco 100 mL 20-25°C 20-25°C 1 mes

Solucién TAMPON

Hasta fecha de
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VIDA UTIL
TEMPERATURA DE
REACTIVO PRESENTACION| ALMACENAMIENTO | TEMPERATU | DESPUES
Y CONSERVACION | RADEUSO DE
ABIERTO
Anticuerpo monoclonal CD
16/v450 Envase 0.5 mi
Anticuerpo monoclonal CD Envase 0.5 mi
45 con pacif orange/v 500 )
Aerolisina fluorescente Envase 1 mi
Anticuerpo Monoclonal CD
157 Con Ficoeritrina Envase 1 ml Hasta fech
Anticuerpo monoclonal CD 2.8°C 15— 30°C as 2 echa
33 con peridina proteina Envase 0.5 mi B - de i
clorofila y cianina 5.5 - vencimiento
Anticuerpo Monoclonal CD
10 Con Ficoeritrina-Cianina | Envase 0.5 ml
7
Anticuerpo Monoclonal Cd Envase 0.25
64 Con Alloficocianina m!
Anticuerpo Monoclonal CD
14 Con Alloficocianina-H7 Envase 0.5 ml

% Productos Farmacéuticos
No aplica
5.4. ASPECTOS TECNICOS CONCEPTUALES

5.4.1. PRINCIPIO

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna es un trastorno hemolitico adquirido causado
por una mutacion somatica y clonal del gen PIG-A de la célula madre hematopoyética
en la sintesis de glucosilfosfatidilinositol. (GPI), haciendo que la carencia parcial o total
de las proteinas de membrana ancladas a través del GPI provoque una sensibilidad
anormal al complemento, produciéndose hemédlisis y activacién plaquetaria. (3) (5)

5.4.2. METODO
Utiliza el método de citometria de flujo con laser de 8 colores para la identificacion de
células deficitarias en GPl, basandose en la ausencia de dos marcadores GPl-ligados
o la ausencia de un marcador GPI-ligado y FLAER en poblacion granulocito neutréfilos
y monocito. (3)

5.4.3. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

>  Verificacién de precision y veracidad del citbmetro de flujo con Protocolo CLSI
EP15-A3.

5.4.4 TIPO DE MUESTRA

SISTEMA BIOLOGICO: Médula Osea anticoagulada con EDTA K2.
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5.4.5. CONTROLES AMBIENTALES

Las instalaciones permiten el correcto desempeiio de los anélisis, a través de
adecuadas fuentes de energia, iluminacion, ventilacion, agua, disposicion de residuos
y condiciones ambientales.

Especificaciones del analizador:

> Temperatura ambiente: entre 16 y 31°C.
> Humedad relativa: entre 20 y 80%.
> Alimentacion eléctrica:

Citémetro: 100/115/230V (50 / 60 Hz)

El control ambiental del érea donde se encuentra el analizador se realizara con
termohigrometro calibrado. (La calibracion la realiza un laboratorio acreditado por
INACAL en el estandar ISO 17025)

Al ingreso de un nuevo citémetro se debe verificar y modificar de ser necesarias las
condiciones eléctricas para cumplir por lo requerido por el fabricante.

5.4.6. CONTROL DE CALIDAD

> CONTROL DIARIO DE CALIBRACION: Con perlas calibradoras para citometria
de flujo de 8 colores x 150, perlas calibradoras para citometria de flujo de 8 colores
x 25, sangre lisada.

> CONTROL DE CALIDAD EXTERNO: Se realiza a través de programas de
ensayos de aptitud o programas de evaluacién externa de la calidad. Ver
Procedimiento de Control de Calidad Externo, Anélisis del Control de calidad
externo.

5.4.7. PROCEDIMIENTOS DE CALIBRACION

El procedimiento de estandarizaciéon y compensacion del citdmetro se realiza entrando
al programa FASC DIVA.

Se realiza en las siguientes ocasiones:

e Una vez al mes.

e Cada vez que se generen nuevos ajustes de aplicacion.

o (Cada vez que se use un nuevo lote de perlas calibradoras para citometria de
flujo de 8 colores x 25 para generar ajustes de la aplicacion.

e Cada vez que se defina una nueva linea de base mediante perlas
calibradoras para citometria de flujo de 8 colores x 150.

e Después de realizar mantenimiento del citbmetro.

{Ver Instructivo de Calibraciéon y compensacion mensual citometro de flujo)
5.4.8. INTERFERENCIAS

> No usar muestras de paciente previamente fijadas y almacenadas mas de 48
horas, preferible trabajar con muestras frescas.
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> Las muestras obtenidas de pacientes fratados con medicamentos
inmunosupresores pueden offecer una escasa diferenciacion.

> Las muestras hemolizadas deben rechazarse.

5.4.9. PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO PARA CALCULAR 1OS
RESULTADOS

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

5.4.10. INCERTIDUMBRE

No aplica.‘

5.4.11. INTERVALOS DE REFERENCIA BIOLOGICOS O VALORES DE
DECISION CLINICA

Negativo: No se identifica presencia de clonas HPN en neutréfilos y monocitos

5.4.12 INTERVALO VALIDO PARA INFORMAR LOS RESULTADOS DE
LOS ANALISIS

No aplica.

5.5. DEFINICIONES OPERATIVAS

- Aerolisina: Variante inactiva conjugada con fluorocromo de la proteina formadora
de canales aerolisina, de origen bacteriano, que se une especificamente a los
anclajes GPI. (1)

- Citometria de flujo: Es una metodologia que permite detectar de manera
simuitanea mltiples caracteristicas fisicas de células individuales a una alta
velocidad. Células en suspension que fluyen en una sola fila a través de una zona
iluminada por un laser. En este punto, las células dispersan la luz y emiten
fluorescencia que es recolectada y transformada en valores digitales almacenados
en una computadora. La luz dispersada da informacion de las caracteristicas de
tamario y granularidad, mientras que al incidir el laser sobre las células marcadas
excita distintos fluorocromos y emiten fluorescencia con longitudes de onda que
seran detectadas por fotodetectores. (2)

- Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN): es una enfermedad clonal de las
células progenitoras hematopoyéticas que se origina por la mutacién adquirida del
gen PIG-A (fosfatidil-inositol-glucano A), situado en el brazo corto del cromosoma
X1. Como consecuencia de dicha mutacion, no se sintetiza el grupo de anclaje
glicosilfosfatidilinositol (GPl) necesario para que numerosas proteinas de
membrana se fijen en la superficie celular. Dentro de estas proteinas se encuentran
el inhibidor de lisis reactiva de la membrana MIRL (CD59) y el factor acelerador de
la degradacion del complemento DAF (CD55), ambos inhibidores fisiolégicos de la
activacion del complemento. Como consecuencia de este déficit, las células
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hematicas son mas sensibles a la accion litica del complemento, produciéndose
hemoilisis y activacion plaquetaria entre otros efectos. (3)
La HPN se caracteriza por una hemdlisis intravascular, con tendencia a la anemia
y trombosis, y un componente variable de insuficiencia medular. (4)
VI. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
6.1. ACTIVIDADES DE VALORACION
Un resultado confiable depende de una adecuada toma de muestra, transporte y
recepcion de la misma, que cumpla con las condiciones pre analiticas para su
procesamiento.
CONSERVACION | PROCESAM
TOMA DE MUESTRA DE LAMUESTRA | IENTO
CONDICIONE Se puede
NOI;AEBLRE SPARALA Estabil | conservar
A TOMA DE TIPO VOLUME idad la muestra | FRECUENCIA
ANALISIS A
S MUESTRA | DE | JFODE | NDE del | (seroteca, | Y DIAS DE
MUEST DOR MUESTR | analito | hemoteca, | PROCESAMI
RA A Conser | aT°)por ENTO
var cuantos
dias.
CITOMET
EL?I?S NO ayuno, no | Aspirad Lunes a
reposo, indicar 0 Tubo con Hasta 48 horas a T° sabado de
PARA 3mL
DETECCI si consume Médula EDTAK2 ambiente 8.00 a 14.00
ON DE medicamentos 6sea horas.
HPN
FUENTE: Listado de Condiciones pre analificas.
6.2. PREPARACION DEL MATERIAL

® 2 0 T D

protocolo.

Encender el citbmetro.

Verificar condiciones ambientales del area.

Verificar la operatividad de la impresora.

Verificar las condiciones de reactivos en uso y stock, asi como los desechos.

Realizar y registrar el mantenimiento diario y/o semanal y/o mensual segtn

f. Realizar el control de calidad interno correspondiente: perlas calibradoras para
citometria de flujo de 8 colores x 150 / perlas calibradoras para citometria de flujo
de 8 colores x 25, Sangre Lisada.

g. Validar los resultados de control interno.

6.3.

PREPARACION DEL PAGIENTE

No aplica
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6.4.
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GUIA TECNICA PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE HPN

EJECUCION

a.

Actividad 1: Recepcion de muestras en el laboratorio de
hematologia.

2 minuto

Verificar datos auditados y generar codigo de barras en
programa LABONET.

1 minuto

Registrar solicitud de paciente en formato de registro y
entrega de resultados citometria de flujo: leucemias

1 minuto

. Actividad 2: Procesamiento de la muestra

9.5 minutos

Realizar recuento de la celularidad de la muestra.

3 minutos

En un tubo de 12 x 75 mm, colocar el volumen requerido
de cada anticuerpo monoclonal mas el volumen necesario
de la muestra. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad.

3 minuto

Colocar 2 ml de solucion lisante diluida (1/10) e incubar 10
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

1 minuto

Centrifugar por 5 minutos a 540 gravedades, decantar
sobrenadante con pipeta y resuspender el -botén celular.

30 seg

Colocar 2 ml de buffer PBS de lavado y centrifugar por 5
minutos a 540 gravedades, decantar sobrenadante con
pipeta y resuspender el boton celular con 200 uL de buffer
de adquisicion.

2 minuto

. Actividad 3: Adquisicion en el Citémetro

Ver instructivo de procesamiento de HPN por citometria
de flujo.

5 minutos

e

Actividad 4: Andlisis de datos y elaboracién de informe
final

30 minutos

Analizar los datos adquiridos en el programa Infinicyt,
seleccionando los tubos adquiridos del paciente segun el
codigo interno asignado. El andlisis sera realizado por
personal capacitado (médico patélogo clinico).

15 minutos

Elinforme final se efectia en una Plantilla en PPT Anexot
Cuantitativo: Las poblaciones descritas seran reportadas
en porcentaje.

Cualitativas: Los fenotipos (datos) son reportados como
“negativo” si la poblacién descrita no expresa el marcador
evaluado.

Los fenotipos (datos) son reportados como “positivo”, si la
poblacion descrita expresa el marcador evaluado. La
intensidad de la expresién del marcador se expresara en
cruces, desde -/+ hasta +++.

15 minutos
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Entrega de resultados

e Los resultados de los pacientes de la Institucién seran cargados al
sistema Labonet en formato pdf. Y se entregaran en fisico a la
secretaria del Servicio de Hematologia para su registro y entrega
de resultados.

e Llos resultados de los pacientes de instituciones externas se
entregaran en fisico a la secretaria del Servicio de Hematologia
para su registro y entrega de resultados.

Archivo de resultados

e La data virtual del Citdmetro sera almacenada en Discos Duros (1
en area de procesos y 1 en sala de andlisis).

e Los informes de los pacientes de la instituciéon seran aimacenados
de manera fisica y virtual.

6.5. PRECAUCIONES
6.5.1. CONTROLES DE SEGURIDAD

Los controles de bioseguridad se dan conforme al Instructivo de “Segregacion de
residuos” con informe mensual.

- No se trabaja con reactivos vencidos

- No se mezclan reactivos.

6.6. RECOMENDACIONES

6.6.1. INSTRUCCIONES PARA DETERMINAR RESULTADOS CUANTITATIVOS
CUANDO UN RESULTADO NO ESTA DENTRO DEL INTERVALO DE
MEDIDA.

No aplica
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 proiongado a temperatura ambiente (18° a 26°C).

- No usar los anticuerpos si se observa algiin cambio en su apariencia, la
precipitacién 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.
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- Todas las muestras bioldgicas y materiales en contacto con ellos deben
considerarse peligrosos, se debe tener las precauciones para su manejo.
Usar ropa, gafas protectoras y guantes.

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

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

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 elaboracion de informe final por Médico Patélogo Clinico, previa
evaluacién del control de calidad y calibraciones diarias; y segin corresponda, la
informacion clinica disponible e interpretacion de resultados.

6.7.3. FUENTES POTENCIALES DE VARIACION

a) Muestra

- Muestra no corresponde al paciente.
- Muestra mal identificada.

- Toma de muestra inadecuada (No se cumple relacion
anticoagulante/muestra, muestra diluida)

- Muestra con presencia de coagulos o microcoagulos.

- Uso de otros anticoagulantes diferentes al EDTA durante la toma de
muestra.

- Presencia de fibrina en muestra para adquirir.
b) Deterioro de reactivos

- Cambio en la apariencia del reactivo.

- Precipitacion o decoloracién indican inestabilidad o deterioro.
c) Experticia del personal encargado del proceso y analisis.

d) Interferencia o falla eléctrica.

- Humedad mayor de 80% interfiere en potencia del iaser rojo, este disminuye
su potencia.

- Elruido electrénico afecta estabilidad del voltaje.
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- Falta de mantenimiento afecta la alineacion del laser y desempefio de
fotomultiplicadores. ‘

e) Cambios de metodologia

En caso de cambio de metodologia, esta sera informada oportunamente
en el resultado del paciente

6.7.4. COMPLICACIONES
No aplica
Vil. RESPONSABILIDADES
7.1. Médico Jefe del servicio de Hematologia

- Aprobar el procedimiento y autorizar cualquier cambio sobre lo expresado en el
presente documento.

7.2. Médico Asistente del servicio de Hematologia

-~ Supervisar el cumplimento de lo expresado en el presente documento.

- Comunicar al Médico Jefe cualquier actualizacion seglin los reglamentos
aplicables.

- Reportar en el registro de No conformidad cualquier evento que incumpla con lo
estipulado en el presente documento.

- Asegurar los recursos necesarios para el desarrollo de lo expresado en el
presente Documento.

7.3. Responsable de calidad del Laboratorio

- 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.

VIl. ANEXOS
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8.1. ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO/ SOLICITUD DE ANALISIS

DE LABORATORIO
S— ENSTIVUTO NACIONAL DE SALUD DfL NIRO
s e DIDAP SERVICIO DE HEMATOLOGEA
SOLICITUD DE ANALISIS CITOMETRIA DE FLIIO €00KGO TERNO
HISTONIA CLMICA;
I 1 El PROCECUNCIA: ;
_caun e
MEDULA OSEA D SANGRE PERFECA D R D
H ARALISS
|es201 TEstudio Infocitos T CD4 COBY
|as205 “[Estudio linfocitos 178/ NK
{88204 Leucermia Aguds (Debut) SMO
{83182.01 Citometria indice ds ADN
|ss18s5.01 Chomelria de fiuio para deteccién de HPN

L DATOS 001 PACIENTE (YOOOS LOS CASOS)

Teatarmionts tecido:
Quirvioterapia 9[:] NODF«M [ TWVD uoDw H !
Trasafusiones: ® D L] D Fecha: [
2. BAYOS CLSICOS
Tierpo de enfermadsd actual.  reiirioon aasD meses D aos D
Cacacterizada gor:

m P (w1 [ o

) iepatomegsta ] teviares en piad DM&:YM D Cameraman WC

C" J o Guoe -
B LABORATORIO CLINICO
Wnkeccen por: w ] av [T} nepsss ] mewmc [ ow [

Oveos:

4. GATOS HEREATOLOGICOS:
L3 R, Unfoditos: o o
. Monocitos: 4
ooomoe: Lounobios: Baaothoi e
Paguetss: Slastos: L sariaste [———
Oves hallugo

Sello y s, fochs
WUEETRA TOMADA POR: FECHA ¥ HORA TOWA DE WUSETRA:

HORA EXTREGS T MUESTRA :

MINISTE
INSTITUTO NACIOTI'

JEFE DEL SERV i
CMP 5 O DE HEMATOLOGIA

Fuente: Elaboracion propia - Servicio de Hematologia
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e e — INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NIRO
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
phvagtey -2 PETTTORIO DE ANALISIS CITOMETRIA DE FLUI0

RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA Y ENVIO DE SOLICITUDES

1. Las solicitudes de andlisis que no presenten los datos requeridos no serdn aceptadas.

2. Las muestras sin rétulo no serdn recibidas.

3. Para Estudio de Linfocitos T CD4+, CDB+ y Estudio de Linfocitos T/B/NK: Sangre periférica en tubo EDTA K2 {minimo 3mL).

4. Para Leutemid Aguda Debut/SMD: Sangre medular en tubo de EDTA K2 {minimo 3ml).

5, Muestras de sangre periférica coagulada y/o volumen insuficiente serdn rechazadas.

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

7. Enviar una laminz con el frotis de 1a muestra que se ha tomado o una 1dmina de aspirado de MO {Excepto LCR)

8. En los casos de controles indicar etapa del tratamiento en que €l paclente se encuentra.

9. Descripcion del fenotipo diagndstico debut en el caso de EMR.

10. Las muestras de LCR y otros liquidos corporales TODOS deben ser tomadas en tuhos EDTA K2 con estebilizante
celular (Transfix), que serd entregado por nuestro laboratorio previa coordinacion.

11. £l envio de muestras externas deberd ser coordinado con el Servicio

i i —

../';‘:,;..m - ——

NTIV INF PARA TOMA DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA

IPaciente: - ML

Una toma de muestra de sangre periférica presenta riesgos muy limitados, sin embargs en algunos ¢asos puede ocasionar un hematoma e
inflamacion en el drea del pinchazo posterior a 1a extraccién, éstos efectos no son graves y tienden a desaparecer, para reducir esta
posibilidad es recomendable que posterior al procedimiento se mantenga presién en ia rona del pinchazo por al menas 10 3 15 minutosy
se sugiere no flexionar el brazo ni realizar esfuerzo fisico. Es nuestro deber informar de esta posibilidad para que usted este informado, por|
10 que se requiere su consentimiento para realizar el procedimiento.

Yo con DNI N {PADRE/APODERADO), A TRAVES DEL PRESENTE
|PECLARO CONOCER LOS RIESGOS ASOCIADOS AL PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA DE SANGRE Y DOY M! CONSENTIMIENTO PARA
SU REALIZACION,

FIRMA DE FAMILIAR O APODERADO
{NOMBRE:

AEVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO
FechayMory: _ J__ J__

Se me ho Informodo que puedo revocar este consentimiento oun despuds de haberlo firmoado y, por o NQ AUTORIZO la realizocion del
procedimiento descrito anteriormente y, hobliendo entendido los implicancios que ello conlleve, asumo fas consecuencias que de elfo
lpuedan derivarse para o solud o la vida de mi menar hijo, deslindando de toda responsabilidod ol Equipo médico y a lo Institucion.

Fuente: Elaboracién propia - Servicio de Hematologia
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8.4 ANEXO 4: PARTICIPANTES EN LA ELABORACION DE LA GUIA

TECNICA
Elaborado | Lic TM lvonne Carranza Champac
por:
Firmay **
- Sello; -
Fecha: | 07/08/2023 Hora: 14:00 Lugar: | Lima
Revisado | Dra. Dina Olave Quispe
por:
Firmay |** MINI >
ISTERIO
Sello: INSTITUTO NACIONAL E/SALTJB DEL NING
"b"‘:é""d"ﬁa--i\h-gr-,-. R DAL R PO,
JEFE DEL séLowSé’ fmve Quispe
CMP: 53476 e SMATOLOGIA
Fecha: | 24/08/2023 Hora: 16:00 Lugar: | Lima
“Jefe de Servicio " Jefe de Departamento
Aprobado | Dra. Dina Olave Quispe
por:
MINISTERIO DE SALGD
H % NISTERI *%  INSTITUTE NACIORAL DE SAL
Flrma y INSTITUTO NACION, II)JEESELUh%SL NSO " o0 DEL miRto
Sello:
..Bré. .D. ........ " asscsnsssnvsnasnesnsannvan DAC. ksL 3 ;.[. - L
'n?T’A"}'/C‘)?_E) gICLO'aVC QUISPG MO 0 )—’s’z‘i\éﬁsg?aacmn
JEFE DECL SERVI G 0.35 Hg['\llg;OLOGIA CMi i N 14573 RINA N° A6146
Fecha: | 28/08/2023 Hora: 10:00 Lugar: Lima
** Colocar Firma y Sello del personal participante.
16
TERIOQ DBE SALY
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Dra. Dma Mar ni Olave Quispe
ATOLAGO CLINICO
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CMP. 53816 RNE. 28167
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8.2 ANEXO 2: ESTRUCTURA DE COSTOS
Procedimiento nuevo

8.3 ANEXO 3: FICHA DE NOTIFICACION DE INCIDENTES Y EVENTOS
ADVERSOS

o 33 CAInNs

PERTT I Lt

e

AL TERS AL DB EVES T ¢ IHOIENTE A NG

R e LA A

LRI e

v PORIRG G MAELE Lapt Wl ]

Tu At e MEIE IR 206 et § I e TR

e b pre tateils

T4 TE £ RN U5 MUVERYDS

R L L L o L TR T N L I B S

miNiSTERIO FE <
INSTITUTO NACIONALATE SAL

L L YT PT T TY ppiny

Dra. Dina Marfeni
PATOLOGO CLINICO

FUENTE: R.D. N°216—2017-INSN-DG “Directiva Sanitaria N°001 — 2017- OGC-DG: Notificacion, Registro y Analisis de
Incidentes, Eventos Adversos y Eventos Centinela en el Instituto Nacional de Salud del Nifio”
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8.5. ANEXO 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 ningtin conflicto de
interés potencial con respecto a la investigacion, autoria y/o publicacion de la Guia

Técnica:(nombre de la guia técnica)

ELABORADO POR:

Lic TM. Ivonne Carranza Champac

Firma y Sello:

LC. TWORNE FATRIGIA CRREASTA CHANPAG
TECNOLDCO $EDICO

Fecha, hora y lugar: ...15 Diciembre 2023, 14:00 horas, Lima

REVISADO POR:
Dra. Dina Olave Quispe

; ) MINISTER| S
Firmay Sello: INSTITUTO NACIONAL Lt 5L NI

! £ AL T T P

PAT
JEFE DEL SERVICIO D
Hi
CMP. 53316 RNE. 5901%17-'0L0GM

Fecha, hora y lugar: ...15 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:

AMINISTERIO DF Sa
FNSTITUTO NACIOR S Bg SAE.ULDL:J[E’L Nifto

MINISTE DE SALUD
INSTITUTO NACIO DE SALUD DEL NiNO

“Dra. Dina Mafleni Olave Quispe BDALC. LY
PATOUOGO CLINICO A Jefe l()e) del
EMATOLOGI. ocencia
JEFE DEL SERVICIO DE H CMP e aames X

CMP. 53416 RNE. 28167

Fecha, hora y lugar: ...15 Diciembre 2023, 10:00 horas, Lima
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U
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8.6.

PERSONAL Y TIEMPOS UTILIZADOS

GUIA TECNICA PROCEDIMIENTO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETECCION DE HPN

ANEXO 6: INSUMOS, EQUIPOS BIOMEDICOS Y/O MEDICAMENTOS,

Instruccion: defallar de manera ordenada en el cuadro de denominacion elflos equipos biomédicos,

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

Citometro 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 cesidén de uso

Micropipeta de 10 — 100 ul -

Equipo en cesion de uso

Micropipeta de 100 —1000 ul

Equipo en cesién de uso

Conservadora de reactivos

Centrifuga para tubos.

Tubo para extraccion de sangre con sistema de | 1 unidad.

vacio de polipropileno de 3 mL con EDTA

dipotasico.

Guantes de nitrilo para examen descartable talla M | 1 par

Aguja descartable 20G x 17 1 unidad

Lentes protectores de policarbonato. 1 unidad

Papel bond 80 gr tamaﬁo A4 4 unidades

Punteras descartables de 1 — 10 ul. 10 Consumible en cesién de uso
unidades

Punteras descartables de 10 — 100 ul. 5 unidades | Consumible en cesion 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. 8 unidad Consumible en cesion de uso

Gradilla para tubos de 12 x 75 mm. - Consumible en cesién de uso

Solucion tampon (buffer) para citometria de flujo 2 litros

Solucion de limpieza para citometro de flujo 56 mi

Solucion shut down 83 ml

Solucién lisante de glicol dietileno y formaldehido | 8 ul

10x

Solucion TAMPON (buffer) PBS 100 m! 'Consumible en cesion de uso

Albumina bovina 0.1 gr ‘ lConsurhibl'e" en cesion de uso
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Azida sodica 0.05gr Consumible en cesién de uso
Anticuerpo monoclonal CD 16/v 450 3ul

Anticuerpo monoclonal CD 45 con pacif orange/v | 5 ul
500

Aerolisina fluorescente 5ul

Anticuerpo Monoclonal CD 157 Con Ficoeritrina 5ul

Anticuerpo monoclonal CD 33 con peridina 10 ul
proteina clorofila y cianina 5.5

Anticuerpo Monoclonal CD 10 Con Ficoeritrina- 5ul
Cianina 7

Anticuerpo Monoclonal CD 64 Con Alloficocianina | 5ul

Anticuerpo Monoclonal CD 14 Con Alloficocianina- | 5 ul
H7

Instruccion: detfallar de manera ordenada en el cuadro las caracteristicas de los medicamentos con
D.C.1.(Denominacion Comun Internacional), concentracion, forma farmacéutica, presentacion y dosis.

N/A S - —

Instruccion: defallar de manera ordenada, los tiempos aproximados y el personal que interviene en cada
paso durante el procedimiento.

Actividad 1: Recepcion de muestras en el | 1 Tecnélogo Médico 2 minutos
laboratorio de Hematologia.

Actividad 2: Procesamiento de la muestra. { 1 Tecnologo Médico 9.5 minutos
Actividad 3: Adquisicion en el Citometro | 1 Tecndlogo Médico 5 minutos
Actividad 4: Andlisis y elaboracién de | 1 Médico Patélogo 30 minutos
informe final Clinico
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8.7. ANEXO 7: PANEL DE ANTICUERPOS
PANEL DE ANTICU'ERPOS.PARA HPN
V450 V500 FITC PE PERCP- PE- APC APCH7
Cy5.5 Cy7
CD16 CD45 | FLAER CD157 CD33 CD10 | CD64 CD14
FUENTE: Elaboracién propia: Servicio de hematologia
8.8. ANEXO 8: FORMATO DE INFORME DE RESULTADOS
DIDAP
SERVICIO DE HEMATOLOGIA
INFORME DE CITOMETRIA DE FLUIO

HCL: NOMBRE: EDAD:

MEDICO: FECHA INFORME:

PROCESADO: FECHA TM:

SERVICIO: FORMATO:

DIAGNOSTICO MUESTRA ESTUDIO:

INFORMACION POBLACIONAL

Neutrofilo: % Eosindfilo: %
Monaocitos: % Linfocitos: %
Basofilo: % %

% %

CELULARIDAD DE LA MUESTRA: %

COMENTARIO

Anticuerpos utilizados para la identificacion de Neutréfilos: CD45, CD10
Anticuerpos utilizados para la identificacion de Monocitos: CD45, £D64

Identificacion de clonas de HPN en Neutréfilos:

€D16, CD157, FLAER {Proteinas GP! dependientes)
Identificacion de clonas de HPN en Monocitos:

(D14, CD157, FLAER {Proteinas GPI dependientes)

En x eventos totales validos para andlisis, los neutréfilos y monocitos evaluados presentan
expresion normal de proteinas GPH{Glucosil Fosfatidii Inositol) dependientes.

No se identifica presencia de clonas de HPN (Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna) en neutrofilos
ni en monocitos.

CONCLUSION )

LOS NEUTROFILOS Y MONOCITOS PRESENTAN EXPRESION NORMAL DE PROTEINAS GPI
DEPENDIENTES. NO FUE DETECTADO CLON DE HPN POR FENOTIPO DE MUESTRA DE SANGRE
PERIFERICA. :
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8.9. ANEXO 9: FORMATO DE HOJA DE TRABAJO

®
«» REPONTE PROCESAMNENTO MUESTAAS: LEUCENIA

B m"”:l
OO IMIBETRA;
APSLLIGOD ¥ NONERES —
BOALS [ MEFCARLER, ¥ SV SN BT,
-
Verificaciin de muestrs:
1. Colncide rombre st orter. Ton A 40 A0S | ] ND
2. E1 000 $8 EZUSTIS Corvato hermiluammia { 51 N
3. inwwesis ce LT sevess SEDTA) : £l e
4.L8 NUITE (rEsaiis SRTINES DOV 3.8 ]
5. 18 MUSSITE £5 2OCniTE 8 lernpanalins 5ecu3dd. )
8. 18 mussira prasemia coa08. 1 St INO
7. E1vorron de muers o8 adecuado R 1 st ino
[ dae la
CELULARIOAD Pars sdquirt e atpeirte: | {
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