INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS N° 25 9-‘-202()-J/|NEN

RESOLUCION JEFATURAL
Lima,__ 2% de AGDST O de 2020

VISTOS:

El Informe N° 0261-2020-DICON/INEN, de la Direccion de Control de Cancer, el
Memorando N° 844-2020-OGPP/INEN de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto y el Informe N° 0578-2020-OAJ/INEN de la Oficina de Asesoria Juridica;

Y,
CONSIDERANDO:

Que a través de la Ley N° 28748, se cred como Organismo Publico Descentralizado al
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN, con personeria juridica de
derecho publico interno, con autonomia econémica, financiera, administrativa y
normativa, adscrito al Sector Salud, constituyendo Pliego Presupuestal y calificado
como Organismo Publico Ejecutor en concordancia con la Ley N° 29158, Ley Organica
del Poder Ejecutivo y el Decreto Supremo N° 034-2008-PCM;

Que, mediante Decreto Supremo N° 001-2007-SA, publicado en el diario oficial El
Peruano, el 11 de enero de 2007, se aprobd el Reglamento de Organizacion y Funciones
del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (ROF - INEN), estableciendo la
jurisdiccion, funciones generales y estructura organica del Instituto, asi como las
funciones de sus diferentes Organos y Unidades Organicas;

Que, mediante Informe N° 0261-2020-DICON/INEN, la Direccién de Control de Cancer,
remite el Memorando N° 844-2020-0GPP/INEN, de la Oficina General de Planeamiento
y Presupuesto, con el cual alcanza los Informes N° 123-2020-00-0GPP/INEN elaborado
por la Oficina de Organizacion y el Informe N° 787-2020-OPE-OGPP/INEN elaborado
por la Oficina de Planeamiento Estratégico, mediante el cual emiten opinion favorable
con respecto a proyecto de Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo
Funcional de Citometria de Flujo, para la revisién y validacién correspondiente;

y Congrgy o
»? e, de la revision efectuada del Documento Normativo en cuestién elaborado por el
ZViipo Funcional de Citometria de Flujo del Departamento de Patologia, se aprecia que
¢dmple con la estructura minima sefialada en la Directiva Administrativa N° 001-2019-
gﬁ £N/DICON-DNCC “Lineamientos para la Elaboracién de Documentos Normativos en
&SV Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas —~ INEN, aprobado mediante

~Resolucién Jefatural N° 276-2019-J/INEN, de fecha 10 de julio de 2019;

Que, en mérito al sustento técnico de la Oficina de Organizacién y del Departamento de
Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolégicos, para la aprobacién



del “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de Citometria de
Flujo”, corresponde emitir el acto resolutivo correspondiente para su aprobacion;

Contando con los vistos buenos de la Sub Jefatura Institucional, de la Gerencia General,
de la Direccion de Control del Cancer, del Departamento de Normatividad, Calidad y
Control Nacional de Servicios Oncoldgicos, de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto y de la Oficina de Asesoria Juridica;

Con las facultades conferidas en el Reglamento de Organizacion y Funciones del
Instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas - INEN, aprobado mediante Decreto
Supremo N°001-2017-SA y la Resolucién Suprema N°011-2018-SA;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- APROBAR el Procedimiento Normalizado de Trabajo
siguiente, que en anexo forma parte integrante de la presente resolucion.

e  “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de Citometria
de Flujo”.

ARTICULO SEGUNDO: Encargar a la Oficina de Comunicaciones la difusién de la

K / Presente Resolucion Jefatural, asi como su publicacion en la Pagina Web Institucional.
N

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE.
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Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento Departamento de Patologia-
Equipo Funcional de Citometria de Flujo

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
LIQUIDOS CORPORALES

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Citometria de flujo para liquidos corporales.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cddigo CPMS (MINSA): 88185.02
- Caodigo Tarifario INEN: 210309

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Citometria de flujo
para liquidos corporales, y se aplica a todos los grupos de trabajo del Equipo Funcional de
Citometria de Flujo del Departamento de Patologia, involucrados en el procesamiento de
muestras para el estudio de diagnostico y seguimiento de liquidos corporales.

RESPONSABILIDADES

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo del
Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y
Tratamiento:

- Medico Patoélogo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga de supervisar
el proceso y emitir los resultados de analisis.

- Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga
de realizar la recepcion, marcaje, adquisicion y pre-analisis de la muestra biolégica.

- Personal Administrativo: se encarga de verificar la correspondencia de muestras y
solicitudes de trabajo para el registro en el sistema administrativo hospitalario
(SISINEN), ingreso de resultados a SISINEN, coordinaciones administrativas con las
diferentes areas usuarias.

DEFINICION DE TERMINOS

- Citometria de flujo: Es una técnica que analiza simultdneamente y en corto tiempo,
multiples caracteristicas de particulas que se preparan en una suspension de medio
liquido. Permite identificar, caracterizar, discriminar y cuantificar particulas en un
medio que puede ser heterogéneo, con caracteres medidos en multiples parametros,
basado en un sistema de adquisicién particula a particula gue son ordenadas para
pasar en un mismo sentido a través de un haz de luz laser, "

Anticuerpos: Son glucoproteinas Capaces de reconocer moléculas especificas de
una particula, llamados antigenos. Forman parte del sistema inmune y son
sintetizados por células B de la sangre en su estadio mas maduro. Son utilizadas en

el ambito clinico tanto en el diagnostico cozmo en el tratamiento de enfermedades de
tipo infeccioso, inmunolégico y neoplasias. @
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Anticuerpos monocionales para citometria de flujo: Son anticuerpos producidos
por clones de células B y de mieloma llamados “hibridoma” que se unen al mismo
epitopo de un antigeno proporcionando asi datos altamente especificos, ¢4

Fluorocromos: Son productos quimicos que al ser estimulados con fotones con
longitud de onda comprendida entre determinados rangos (de excitacion) emiten a su
vez otro foton de longitud de onda mayor (de emisién). El prototipo es la fluoresceina
que al ser estimulada con luz ultravioleta (no visible) emite luz de color verde (visible)
aunque existen muchos otros como Ficoeritrina, Aloficocianina, V450, V500c, etc. ¢4

Liquido Cefalorraquideo (LCR): Es una solucisn compleja que se forma
principalmente en los plexos coroideos y ventriculos laterales. Las tres cuartas partes
se localizan en el espacio subaracnoideo y el resto en los ventriculos. En el adulto, el
volumen total es variable, oscilando entre 90 y 150 mL. En el recién nacido, oscila
entre 10 y 60 mL, pudiéndose duplicar en nifios mayores. La obtencién del LCR se
realiza mediante una sencilla técnica que se denomina puncion lumbar. ©

VI.  SIGNIFICANCIA CLIiNICA

7.1

7.2

7.3

7.4

TJupIT
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Identificacion por citometria de flujo de infiltracion meningoencefalica, a través de la
evaluacién del liquido cefalorraquideo, en pacientes con neoplasia hematoldgica y su
asociacion con parametros clinico-biolégicos de importancia prondstica. ©

. EQUIPAMIENTO

Equipos médico y biomédico:

- Citometro de Flujo FACS Canto I de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

- Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos en stock
- Agitador de tubos o vértex
- Reloj de tiempo con alarma
- Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamarno
- Bomba de succion aspiracion
Equipo electromecanico:
- [Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Split.
Equipo informatico:
- Computadora con monitor LCD de 18.5
- Impresora laser blanco y negro 35 ppm
- Lectora de codigo de barras
- Impresora de etiquetas
Instrumental:
- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm
- Gradillas para los tubos solicitados
- Micropipeta de volumen variable 100 ML - 1000 uL
Micropipeta de volumen variable 10 pub - 200 pL

1Sitito Nacional de Enfermedades Neoplisicas
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- Micropipeta de volumen variable 0.5 ML - 10 pL
7.5 Mobiliario:
- Mddulo de melamina
- Modulo de computo (otros)
- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media
- Taburete giratorio rodante

VIII. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material médico:
- 1 tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2
- Punteras descartables de 100 HL - 1000 pL
- Punteras descartables de 10 ul —200 uL
- Punteras descartables de 0.5 ML =10 L

~ 3 tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en Ia
aguja el citometro

- Matraz de Erlenmayer

- Timer

- Frasco gotero de vidrio ambar

- Formato de verificacion de datos clinicos del paciente

- Cinta de cera para impresora

Bioseguridad:

- Lentes protectores de policarbonato

- Alcoholgelx 1L

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 4.73 L
- Detergente granulado industrial

- Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable de nitrilo sin polvo talla M x 100 unidades
- Jabodn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lejia (hipoclorito de sodio) al 5%

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

Reactivos:

- Solucién estabilizadora de células sanguineas (Transfix)

N - Perla calibradora de citémetro de flujo 7 colores por 50 determinaciones
N /\U - 4b - Perla calibradora de citémetro de flujo 8 colores por 25 determinaciones
oA . .
"JUBifH} DAL AYLLON Perla de perlas de 8 colores para ensayos oneflow para 5 pruebas por citometria

Jefa de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Naclonal de Enfermettes Neoptisicas——

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe

Pégina 3 de 12




PNT.DNCC.INEN:108. PROCEDIMIENTQ NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CITOMETRIA DE FLUJO PARA LIQUIDOS CORPORALES - V.01

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento Departamento de Patologia-
Equipo Funcional de Citometria de Flujo

- Solucién buffer para citometria de flujo
- Solucién shut down para el citdmetro de flujo

Solucién de limpieza para el citometro de flujo (lavado interno del citotmetro)
- Agua destilada estéril

- PBS (10 mm fosfato Na + K + 0.9% cloruro de sodio pH 7.4) con 0.5% albamina
bovina sérica

- Solucién lisante glicoldietileno y formaldehido
8.4 Anticuerpos:

- Lalista de anticuerpos se presenta en el Anexo N° 1y 2.

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA

10.1 Obtencion de la muestra:

- Liquidos Corporales (LCR): EI personal responsable de procedimientos del
Equipo Funcional Procedimientos especiales de Medicina Oncolégica de Adultos
del Departamento de Oncologia Médica vy al Equipo Funcional de Servicio de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento
de Oncologia Pediatrica, se encargan de hacer llegar la muestra hasta el area de
recepcion de muestra de Citometria de Flujo.

- Muestra tomada por personal de sala de operaciones (muestras de LCR).

- Recepcion de muestras externas (referidos de otras instituciones).
10.2 Sistema biolégico:

- Liquidos corporales (LCR).
10.3 Recipiente:

- Tubo con anticoagulante EDTA dipotasico con preservante celular (Transfix).
10.4 Conservacion y manejo:

- Mantener en lugar libre de humedad y calor.

- Estabilidad:

................................
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e 4dias 26 -37°C
. 7 dias 10 -25°C
. 10 dias 4 -8 °C

- En lo posible procesar la muestra luego de 18 horas de contacto de la muestra
con el transfix.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:
11.1 Entrega de Material:

11.1.1  Semanalmente se entregan tubos con EDTA (con preservante celular -
Transfix) a personal del Equipo Funcional Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y
al Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de

Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia
Pediatrica.

11.1.2  Para pacientes de hospitales externos, se hara entrega del tubo vy los
formatos de solicitud de pruebas y de recoleccion de datos.

11.2 Recepcion y revision de la muestra correspondiente a la orden:
11.2.1  Verificar la correspondencia de muestras y orden.

11.2.2  Revisar condiciones de la muestra, tubo adecuado, cantidad de muestra
adecuada ausencia de coagulos ni hemolisis.

11.3 Trillado de datos del paciente en SISINEN:

11.3.1  Bulsqueda de resultados de diagnostico del paciente en SISINEN por
inmunofenotipo.

11.4 Codificacién de la muestra y registro en el cuaderno de rutina:

11.4.1  Codificacién numérica correlativa de la orden y el tubo de muestra, segun
registro del cuaderno de rutina del servicio.

11.4.2 Rotular con el cddigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumaén indeleble.

11.4.3 Ingresar los datos al Sistema Administrativo Hospitalario (SISINEN), e
imprimir etiqueta con cédigo de barra.

11.5 Ingresar datos al SISINEN e impresion de etiqueta con cédigo de barra:

11.5.1  Ingresar los datos registrados en la solicitud de andlisis en el Sistema
Administrativo Hospitalario (SISINEN).

11.6 Revisién de Historia Clinica:

11.6.1 Busqueda de datos clinicos y examenes auxiliares del paciente en
SISINEN y/o Historia clinica.

11.7 Preparacién del panel:

11.7.1  El personal Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo debera elegir el panel
a 2 adecuado para responder la pregunta clinica de la solicitud, segun la
>( /)QVW;\S estandarizacion de paneles empleada en el area. (Ver Anexo N° 1y 2)

.......
varifessnsansenuas

............
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11.8 Preparacion del material para marcaje de la muestra:

11.8.1

El personal Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo debe prever el material
que requiera para el marcaje (tubos, punteras, pipetas, reactivos,
soluciones de trabajo y Buffer de lavado y adquisicion).

11.9 Proceso de Marcaje:

11.9.1

11.9.2

11.9.3

11.94

11.9.5

X

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

JUDITH VIDAL AYLLON
Jeta de Citometria de Flujo °
CMP 14344 RNE. 14141
stituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Paso: Lavado de la muestra para marcaje de inmunoglobulinas

a) La muestra recibida debe estar en un tubo con EDTA (tubo lila) con 100
pL de TRANSFIX.

b) Homogenizar la muestra y colocarla en un tubo 12 x 75, luego enjuagar
el tubo primario (EDTA) con 1mL de PBS+alb bov+ Az Na filtrado.

¢) Centrifugar a 540 g (2000 RPM) durante 5 minutos.

d) Retirar el sobrenadante (utilizando pipeta) con mucho cuidado y
colocarlo en el tubo primario (EDTA) para refrigerar.

e) Anadir 2 mL de PBS+alb bov+ Az Na filtrado y centrifugar a 540 g
durante 5 minutos.

f) Retirar el sobrenadante con pipeta y dejar el pellet con un volumen
residual de 50 uL aproximadamente.

g) Resuspender el pellet de células y afadir 150 pL de PBS +alb bov+ Az
Na filtrado.

h) Homogenizar cuidadosamente, con vortex suave.

Paso: Marcaje e incubacién de Ia muestra con anticuerpos de
superficie

a) Marcar el tubo 1 con el panel de screening de liquidos corporales con
la mitad de la muestra.

b) Si existe un estudio previo por citometria de flujo del paciente ylo se

conoce el fenotipo de las células patoldgicas, hacer el segundo tubo
especifico para dicho paciente.

c) Si el paciente no cuenta con estudios previos de inmunofenotipo,

orientar el segundo tubo para el estudio de Ia linea celular alterada o
sospechosa de alteraciones fenotipicas.

d) Luego de agregar los anticuerpos, incubar 15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad.

Paso: Fijar la muestra y lisar para eliminar hematies

a) Afadir 2 mL de solucién de lisante e incubar 7 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad.

Paso: Centrifugar para eliminar lisante y solucion

a) Centrifugar a 540 g durante 5 minutos.

b) Retirar el sobrenadante (utilizando pipeta) con mucho cuidado.
Paso: Reconstitucion para la adquisicion

a) Resuspender el pellet con 50 L de PBS filtrado para adquirir.

b) Antes de adquirir el tubo revisar el estado del citémetro y limpiar el
sistema de fluidos.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.9.6  Paso: Adquisicion de la muestra en el citémetro de flujo

a) Realizar un lavado del equipo previo a la adquisicion de la muestra,
debido a su baja celularidad. Para esto, adquirir un tubo con FACS
CLEAN durante 5 minutos en HIGH.

b) Hacer 3 veces clean flow cell con Facs clean.

¢) Adquirir un tubo con H20d limpia filtrada x 5min en HIGH. Revisar que

no se observen eventos. Si se vieran mas de 8 - 10 eventos/segundo,
repetir el lavado desde CLEAN.

d) Hacer 3 veces clean flow cell con H20d.

e) Terminar el lavado colocando un tubo con PBS filtrado para 1 CLEAN
FLOW CELL y adquirirlo x 1min en HIGH.

f) Adquirir las células inmediatamente después del marcaje, de no ser
posible, almacenar entre 4°C a 8°C durante 3 h, como maximo.

g) Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citémetro (SIT)
Yy programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa
de adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el
archivo.

11.10 Analisis y elaboracién del pre Informe:

11.10.1 El personal administrativo elabora las plantillas en el programa power point
de office y lo archiva en la carpeta especifica, segun el mes y afio en curso
("Tubos 2020/Julic”, por ejemplo), para la elaboracidn del pre-informe, a

cargo del personal Biélogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el programa Infinicyt.

11.10.2 Durante la adquisicion de las muestras se evalla el marcaje adecuado,
observando para ello las plantillas, histogramas o graficas de puntos de
cada fluorocromo en el software Facs Diva.

11.10.3 Los resultados obtenidos después de la adquisicion seran evaluados por
personal capacitado usando el software INFINICYT.

11.10.4 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point ppt.

11.10.5 Los resultados escritos en el power point se copian al sistema informatico

del INEN por el personal responsable para la visualizacion de este por
parte del Médico tratante.

11.11 Analisis y elaboracién del Informe final:
11.11.1 El andlisis se realiza utilizando el programa Infinicyt, a cargo del Médico

Patdlogo encargado, quien revisa el pre-informe, verifica, modifica y
autoriza el registro del informe final en SISINEN.

11.12 Registro en SISINEN:

11.12.1 El ingreso de los datos del informe final se lleva a cabo por el personal
administrativo, utilizando usuario y contrasefia respectiva del SISINEN.

11.13 Validacion e Impresién de Informe:

\ * 11.13.1 A cargo del personal Médico Patologo encargado. Requiere de Usuario y
' &r contrasefia propio en SISINEN.

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

JUDITH VIDAL AYLLON
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11.13.2 Los resultados de los estudios deben interpretarse conjuntamente con la
historia clinica del paciente, historial de pruebas en Citometria, asi como
los resultados de otros examenes si fuera necesario.

11.13.3 Los informes copiados en el sistema informatico SISINEN son validados
por el personal Médico Patélogo responsable.

11.13.4 En el sistema SISINEN también se puede validar o corregir resultados
discordantes.

11.14 Entrega de informe y firma del paciente en el cuaderno del cargo:

11.14.1  Los informes validados pueden ser visualizados por personal autorizado a
través del SISINEN.

11.15 Registro de estadisticas por tipo de caso:

11.15.1 El personal administrativo registrara en archivos Excel la estadistica de
casos.

11.16 Mantenimiento:

11.16.1  Mantenimiento diario:

a) Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de
tubos para evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs.

b) Adicionalmente se utilizara una solucion  estandar con targets
conocidos para la calibracién de los equipos.

11.16.2 Mantenimiento semanal

a) Consiste en los pasos de lavados realizados 1 vez por semana para

hacer limpieza profunda de celda, tubuladuras y jeringa de inyeccion de
muestras.

11.17 Compensacion:

11.17.1 Consiste en los pasos de puesta a punto del equipo para la
estandarizacién empleada en el servicio (Euroflow), ajuste de voltajes y

seguimiento de la estabilidad del sistema para el uso de estos niveles de
voltajes.

11.17.2 Se realizara mensualmente, o en casos de cambio de lote del calibrador.

Xll. RESULTADOS ANALITICOS
12.1 Elinforme del resultado es CUALITATIVO.

12.2 Los datos son reportados como “Negativo” si la poblacion descrita no expresa el
marcador evaluado.

12.3 Los datos son reportados como “Positivo” si |a poblacion descrita si expresa el
marcador evaluado, en un sistema de escala en cruces.

Para esto habra 2 opciones

y Q\Uék\ ° Positivo débil (-/+), (+d)
L NIV IR e

JUDITH VIDAL AYLLQN_ . Positivo intenso (++); (+++)
Jefa de Cltometria de Fiujo
CMP 14344 RNE. 14141 ,
instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas
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XIV. ANEXOS

JUDITH

Anexo N° 1: Panel de SCREENING 8 colores EUROFLOW PARA LCR: SST.
Anexo N° 2: Tubo complementario orientado a sospecha diagnéstica.

Anexo N° 3: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1

PANEL DE SCREENING 8 COLORES EUROFLOW PARA LCR: SST

V450 |V500 FITC PE PercPCy5.5 PECy7 |APC APCH7
SlgLambda SigKappa CcD3
CD20 [CD45 CD4 CD19 CD38
Cbsg CD56 CD14
2ul 2ul 2ul (c/u) 2ul {clu) 4ul 2ul 2ul 2ul
‘ 3
¢
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ANEXO N° 2
TUBO COMPLEMENTARIO ORIENTADO A SOSPECHA DIAGNOSTICA
SOSPECHA
V450 |V500| FITC PE |PercPCy5.5 PECy7 | APC | APCH7 Dx
CD3
-\| CD20 | CD45| CD23 | CD10 CD5 CD19 |CD200| (D14 cP -
LIN

CD3

| . LINFOMA
CD45R0O ’:CD‘S T/ATL
LLAT
CyCD3|CD45| TdT | cDhog CD5 CD19 | CD7 {CD3/CDi14
é{?M-DR CD45| CD13 | CD33

LMA

: CD3
CD34 CD117 CDllb cD14

DT A SO0 SR,
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ANEXO N° 3
= CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
%C- 3@( \
é L “f:;.
,'§ 2 CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
% ."}‘\;5.8.“"” r(!,
; . ] : FECHA DE AUTORIZA
JE | VERSION | PAGINA | DESCRIPCION Ymesora M| ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién
de Documentos Normativos en el M.C. Judith Vidal
112 nstituto Nacional de 11/08/2020 Aylion
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
'M&’h

JUDITH VIDAL AYLLON
Jefa de Cltometria de Flujo -
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Naciona! de Enfermedades Neopissicas

Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web:

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen,sid.pe

Pagina 12 de 12




....... ! ()

IDAL AYLLONnmynol6gico y neoplasias. @

JUDITH

PNT.DNCC.INEN.109. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CITOMETRIA DE HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA - V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Citometria de Flujo

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE HEMOGLOBINURIA

PAROXISTICA NOCTURNA

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Citometria de hemoglobinuria paroxistica
nocturna.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88185.01
- Cédigo Tarifario INEN: 210307

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Citometria de
hemoglobinuria paroxistica nocturna y se aplica a todos los grupos de trabajo del Equipo
Funcional de Citometria de Flujo del Departamento de Patologia, involucrados en el

procesamiento de muestras para el estudio de diagnostico y seguimiento de Citometria de
hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN).

RESPONSABILIDADES

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo del

Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al Diagndstico y
Tratamiento:

- Medico Patélogo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga de supervisar
el proceso y emitir los resultados de analisis.

- Bidlogo/a, Tecnodlogo/a Médico del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga
de realizar la recepcion, marcaje, adquisicién y pre-analisis de la muestra bioldgica.

- Personal Administrativo: se encarga de verificar la correspondencia de muestras y
solicitudes de trabajo para el registro en el sistema administrativo hospitalario (SISINEN),

ingreso de resultados a SISINEN, coordinaciones administrativas con las diferentes
areas usuarias.

DEFINICION DE TERMINOS

- Citometria de flujo: Es una técnica que analiza simultaneamente y en corto tiempo,
multiples caracteristicas de particulas que se preparan en una suspension de medio
liquido. Permite identificar, caracterizar, discriminar y cuantificar particulas en un medio
que puede ser heterogéneo, con caracteres medidos en multiples parametros, basado
en un sistema de adquisicion particula a particula que son ordenadas para pasar en un
mismo sentido a través de un haz de luz laser.

P - Anticuerpos: Son glucoproteinas capaces de reconocer moléculas especificas de una
- particula, llamados antigenos. Forman parte del sistema inmune y son sintetizados por
e LA células B de la sangre en su estadio mas maduro. Son utilizadas en el ambito clinico

......... tanto en el diagnostico como en el tratamiento de enfermedades de tipo infeccioso,
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VL

- Anticuerpos monoclonales para citometria de flujo: Son anticuerpos producidos por
clones de células B y de mieloma flamados “hibridoma” gue se unen al mismo epitopo
de un antigeno proporcionando asi datos altamente especificos, G4

- Fluorocromos: Son productos quimicos que al ser estimulados con fotones con
longitud de onda comprendida entre determinados rangos (de excitacion) emiten a su
vez otro foton de longitud de onda mayor (de emision). El prototipo es la fluoresceina
que al ser estimulada con luz ultravioleta (no visible) emite luz de color verde (visible)
aunque existen muchos otros como Ficoeritrina, Aloficocianina, V450, V500c, etc. 44

SIGNIFICANCIA CLiNICA

La Hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad clonal adquirida, causada
por una mutacion somatica en el gen PIG-A. Este gen codifica una proteina involucrada en
la sintesis del Glicosilfosfatidilinositol (GPI). La mutacién ocurre en la célula precursora
hematopoyética dando lugar a la deficiencia parcial o total de Ia proteina PIG-A con la
consecuente alteracion en la sintesis del GPI de anclaje. La HPN esta caracterizada por
anemia hemolitica cronica intravascular, hemoglobinuria, citopenias debido al fallo de Ia
medula 6sea, trombosis y raramente transformacion leucémica. Se recomienda la citometria

de flujo para confirmar la sospecha diagndstica con seguimiento a los seis meses y
posteriormente anual, 6.7

- EQUIPAMIENTO

7.1 Equipos médico y biomédico:

- Citdmetro de Flujo FACS Canto Il de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

- Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos en stock

- Refrigeradora eléctrica 4 °C para reactivos en uso

- Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamario

- Microscopio binocular

- Timer

- Agitador de tubos o vértex

- Bomba de succion aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
Equipo electromecanico:

~ Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Spilit
Equipo informatico:

- Computadora con monitor LCD de 18.5

- Equipo multifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color
- Impresora de codigo de barras térmica

7.4 Instrumental:

- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm

Micropipeta de volumen variable 100 ML - 1000 uL

Micropipeta de volumen variable 2 pk - 100 pL

l

- Micropipeta de volumen variable 0.5 ub - 10 uL

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable Pasteur de vidrio

- Termometro ambiental

- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador

- Piseta de polietileno de 250 ub

Mobiliario:

~- Mddulo de melamina

- Mddulo de computo (otros)

- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media

- Taburete giratorio rodante

Insumos y material médico:

- Guantes de nitrilo descartables

- Lentes protectores de policarbonato

= 1tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA K2
~ Punteras descartables de 1000 yL

- Punteras descartables de 2 ML —200 uL

- 2tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en la aguja
el citometro

Bioseguridad:

~ Alcohol gel x 1L

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Bolsa de polietileno 72 ¢cm x 51 ¢m color rojo

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 4.73 L
- Detergente granulado industrial

- Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable de nitrilo sin polvo talla M x 100 unidades
- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lejia (hipoclorito de sodio) al 5%

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

Reactivos:

a) Fluorocromos:

- Ver Anticuerpos, fluorocromos con su respectivo titulo en anexo 1, segun panel
correspondiente.

b) Soluciones:
- Solucion buffer PBS

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Solucién PBS + 0.09% de NaN3(azida de sodio) + 0.5% BSA (Albimina bovina
sérica)

- Solucién lisante FACS Lysing (diluido 1/10 en agua destilada)

- Solucion tampén buffer para citometria de flujo
- Solucién shutdown

- Solucion de lavado para citometro de flujo FACSCLEAN
- Solucién para lavado contrad

- Agua destilada

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de equipamiento

PGINA SE
ETe
RN BRIy

\Oﬂgsw

- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- lLuz

- Teléfono

MUESTRA

10.1 Obtencion de la muestra:

- Sangre periférica: es realizado por el area de trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica.

- Recepcion de muestras externas (referidos de otras instituciones).
10.2 Sistema bioldgico:

- Sangre periférica.
10.3 Recipiente:

- Tubo con anticoagulante EDTA dipotasico.
10.4 Conservacion y manejo:

~ Mantener en lugar libre de humedad y calor.

- Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C.

- Enlo posible procesar la muestra.

. XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

AT ’ Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:

JUDITH VIDAL AYLLON
Jefa de'Cltometria de Flujo
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11.1 Entrega de Material:

11.1.1  Semanalmente se entregan tubos con EDTA al personal responsable de
procedimientos del Equipo Funcional Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y
al Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncoloégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

11.1.2  Para pacientes de hospitales externos, se hara entrega del tubo y los
formatos de soiicitud de pruebas y de recoleccion de datos.

11.2 Recepcion y revisién de la muestra correspondiente a la orden:
11.21  Verificar la correspondencia de muestras y orden.

11.2.2  Revisar condiciones de la muestra, tubo adecuado, cantidad de muestra
adecuada ausencia de coagulos ni hemolisis.

11.2.3 Ingresar los datos al Sistema Administrativo Hospitalario (SISINEN) e
imprimir etiqueta con codigo de barra.

11.3 Trillado de datos del paciente en SISINEN:
11.3.1  Busqueda de resultados de diagnostico del paciente en SISINEN.
11.4 Codificacién numérica de muestra y registro en el cuaderno de rutina:

11.4.1  Codificacién numérica correlativa de la orden y el tubo de muestra, segun
registro del cuaderno de rutina del servicio.

11.4.2  Rotular con el codigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumon indeleble.

11.5 Ingresar datos al SISINEN e impresion de etiqueta con codigo de barra:

1151 Ingresar los datos del paciente al Sistema Administrativo Hospitalario
(SISINEN), e imprimir etiqueta con codigo de barra.

11.6 Revisién de Historia Clinica:

11.6.1  Busqueda de datos clinicos y examenes auxiliares del paciente en SISINEN
y/o Historia clinica.

11.7 Recuento de la celularidad de la muestra: Segun instructivo de recuento celular
aprobado por el Equipo Funcional de Citometria de Flujo.

11.8 Adquisicion de la muestra en el citémetro de flujo para recuento de celularidad.
11.9  Preparacion de panel para estudio de HPN: (Ver Anexo N° 1),
11.10 Preparacion del material para marcaje de la muestra:

11.10.1 El personal Bidlogo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo debe prever el material
que requiera para el marcaje (tubos, punteras, pipetas, reactivos,
soluciones de trabajo y buffer de lavado y adquisicion)

11.11 Marcaje e incubacién de la muestra con anticuerpos:

11.11.1 En el tubo rotulado con el numero de citometria de flujo correspondiente,
colocar el volumen adecuado de marcadores dirigidos contra los
antigenos de superficie celular.

11.11.2  Afadir el volumen adecuado de muestra, para la adquisicién de 300 000
eventos totales (segun recuento celular)

Jeta de Citometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141
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11.11.3  Sies necesario, utilice PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% para alcanzar

un volumen final de 100 pl por tubo (ver informacion sobre los paneies
Euro Flow).

11.11.4  Mezclar bien e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente
protegido de ia luz.

11.12 Fijar la muestra y lisar para eliminar hematies:

11.12.1  Afadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H204).

11.12.2  Mezclar bien.

11.12.3  Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la uz.
11.13 Centrifugado para eliminar lisante y lavado de la muestra:

11.13.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.13.2  Descarte el sobrenadante usando una pipeta Pasteur o un sistema de

vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 ul de
volumen residual en cada tubo.

11.13.3  Afadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.13.4  Mezclar bien.

11.13.5  Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.13.6  Descarte el sobrenadante usando una pipeta Pasteur o un sistema de
vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 pl de
volumen residual en cada tubo.

11.14 Reconstitucién para la adquisicion:

11.14.1  Resuspender el sedimento celular en 200ul de PBS + BSA al 0,2%.
11.15 Adquisicién de la muestra en el citémetro de flujo:

11.15.1  Adquirir las células inmediatamente después del marcaje, de no ser posible,
almacenar entre 4°C a 8°C durante 1 h, como maximo.

11.15.2 Colocar el tubo de muestra en Ia pipeta de inyeccion del citémetro (SIMy
programar la adquisicién en el "Dashboard Adquisition de! programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo.

11.15.3 Durante la adquisicion de las se evalua el marcaje adecuado, observando
para ello las plantillas, histogramas o graficas de puntos de cada
fluorocromo en el software Facs Diva.

11.16 Analisis y Elaboracion del pre-informe:

11.16.1 El personal administrativo elabora las plantillas en el programa power point
de office y lo archiva en la carpeta especifica, segun el mes y afo en curso
(*Tubos 2020/Julio”, por ejemplo), para la elaboracion del pre-informe, a
cargo del personal Bidlogo/a, Tecnélogo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el programa Infinicyt.

11.16.2 Elinforme del resultado es cualitativo.

11.16.3 Los resultados obtenidos después de la adquisicion seran evaluados por
personal capacitado usando el software INFINICYT.

Jefa de Citometria de Flujo -~ 11.16.4  Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point ppt.

CMP 14344 RNE. 14141 '
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11.16.5 Los resultados escritos en el power point se transcribe al sistema

informatico del INEN por el personal responsable para la visualizacién de
este por parte del médico tratante.

11.17 Analisis y Elaboracién del informe final:

11.17.1 El analisis se realiza utilizando el programa Infinicyt, a cargo del médico
patélogo encargado, quien revisa el pre-informe, verifica, modifica y autoriza
el registro del informe final en SISINEN.

11.18 Registro en SISINEN:

11.18.1 El ingreso de los datos del informe final se lleva a cabo por el personal
administrativo, utilizando usuario y contrasefa respectiva del SISINEN.

11.19 Validacion e impresion de informe:

11.19.1 A cargo del personal Médico Patdlogo encargado. Requiere de Usuario y
contrasefia propio en SISINEN.

11.19.2  Los resultados de los estudios deben interpretarse conjuntamente con la
historia clinica del paciente, historial de pruebas en citometria, asi como los
resultados de otros examenes si fuera necesario.

11.19.3 Los informes copiados en el sistema informatico SISINEN son validados por
el personal médico responsable.

11.19.4 En el sistema SISINEN también se puede validar o corregir resultados
discordantes.

11.20 Entrega de informe y firma del paciente en cuaderno de cargo:

11.20.1 Los informes validados pueden ser visualizados por personal autorizado a
través del SISINEN.

11.21 Registro de estadisticas por tipo de caso:

o‘ma\ividaq

11.21.1  El personal administrativo registra en archivos excel la estadistica de casos.
11.22 Mantenimiento:

11.22.1  Mantenimiento diario:

a) Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de
tubos para evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs.

b) Adicionalmente se utilizara una solucion estandar con targets conocidos
para la calibracion de los equipos.

11.22.2 Mantenimiento semanal:

a) Consiste en los pasos de lavados realizados 1 vez por semana para
hacer limpieza profunda de celda, tubuladuras y jeringa de inyeccion de
muestras.

11.23 Compensacion:

11.23.1 Consiste en los pasos de puesta a punto del equipo para la estandarizacion
empleada en el servicio (Euroflow), ajuste de voltajes y seguimiento de la
estabilidad del sistema para el uso de estos niveles de voltajes.

Se realiza mensualmente, o en casos de cambio de lote del calibrador.

Jefa de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141 ,
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Xil. RESULTADOS ANALITICOS
12.1 Elinforme del resultado es cualitativo.

12.2 Los datos son reportados como “Negativo” si la poblacion descrita no expresa el
marcador evaluado.

12.3 Los datos son reportados como “Positivo” si la poblacion descrita si expresa el
marcador evaluado, en un sistema de escala en cruces

Para esto habra 2 opciones:
o Positivo débil (-/+), (+d)

o Positivo intenso (++); (+++)
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IV. ANEXOS

- Anexo N° 1: Panel de anticuerpos para HPN.

- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.

JUDITH VIDAL AYLLON_
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ANEXO N° 1

PANEL DE ANTICUERPOS PARA HPN

V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H?
Tubo 1 CD16 CD45 FLAER CD157 D33 CD10 CD64 D14
Vol Rvo 3 5 5 5 10 5 5 5
Marca BD BD Cedarlane  Invitrogen BD BD BD BD

>L* 7 ,bt/’
“JUDITH VIDAL AYLLON
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ANEXO N° 2

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
5 FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA | | DESCRIPCION oA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT seguin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de Documentos M.C. Judith Vidal
1-10 Normativos en el Instituto 11/08/2020 Ayllon
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resclucion
Jefatural N° 276-2019-J/INEN).
. R
(PN
" JUDITH VIDAL AYLLON

Jefa de Citometria de Flujo °
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE INDICE DE ADN
PARALLA B

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Citometria de indice de ADN para LLA B.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88182.01
- Cdodigo Tarifario INEN: 210308

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Citometria de indice
de ADN para LLA B y aplica a todos los grupos de trabajo del Equipo Funcional de
Citometria de Flujo del Departamento de Patologia, involucrados en el procesamiento de
muestras para el estudio de diagnostico y seguimiento de indice de ADN para LLA B.

RESPONSABILIDADES

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo del

Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y
Tratamiento:

- Médico Patologo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga de supervisar
el proceso y emitir los resultados de analisis.

- Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: se encarga
de realizar la recepcion, marcaje, adquisicion y pre-andlisis de la muestra biolégica.

- Personal Administrativo: se encarga de verificar la correspondencia de muestras y
solicitudes de trabajo para el registro en el sistema administrativo hospitalario (SISINEN),

ingreso de resultados a SISINEN, coordinaciones administrativas con las diferentes
areas usuarias.

DEFINICION DE TERMINOS

- Citometria de flujo: Es una técnica que analiza simultaneamente y en corto tiempo,
multiples caracteristicas de particulas que se preparan en una suspension de medio
liquido. Permite identificar, caracterizar, discriminar y cuantificar particulas en un medio
gue puede ser heterogéneo, con caracteres medidos en multiples parametros, basado

en un sistema de adquisicién particula a particula que son ordenadas para pasar en un
mismo sentido a través de un haz de luz laser. )

- Anticuerpos: Son glucoproteinas capaces de reconocer moléculas especificas de una
particula, llamados antigenos. Forman parte del sistema inmune y son sintetizados por
celulas B de la sangre en su estadio mas maduro. Son utilizadas en el ambito clinico

tanto en el diagndstico como en el tratamiento de enfermedades de tipo infeccioso,
inmunoldgico y neoplasias. @

ITHYV ON
J.ll‘:a?a de Citametria de Flujo
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- Anticuerpos monoclonales para citometria de flujo: Son anticuerpos producidos por
clones de células B y de mieloma llamados “hibridoma” que se unen al mismo epitopo
de un antigeno proporcionando asi datos altamente especificos, 34

- Fluorocromos: Son productos quimicos que al ser estimulados con fotones con
longitud de onda comprendida entre determinados rangos (de excitacién) emiten a su
vez otro foton de longitud de onda mayor (de emision). El prototipo es la fluoresceina
que al ser estimulada con luz ultravioleta (no visible) emite luz de color verde (visible)
aunque existen muchos otros como Ficoeritrina, Aloficocianina, V450, V500c, etc. 34

- Leucemia linfoblastica aguda B (LLA B): Las leucemias linfoblasticas con
anormalidades genéticas recurrentes son un grupo de enfermedades que incluyen
translocaciones balanceadas y anormalidades que involucran el nimero cromosdémico,
cada subgrupo tiene importantes implicancias prondsticas debido a que son
biolégicamente distintos. Las LLA B hiperdiploides es comun en nifios, son cerca del
25% de todos casos de LLA B, tienen pronostico favorable con cura >90% en nifios. La

LLA B hipodiploide alcanza cerca del 5% de todos los casos con LLA, tiene pobre
prondstico. ®

VI. SIGNIFICANCIA CLINICA

Las aneuploidias pueden ser detectadas con cariotipo convencional, FISH o citometria de
flujo. ® Usando la técnica de citometria podemos determinar el contenido de ADN de células
tefiidas con ioduro de propidio, correlacionandose con el nimero de cromosomas que
poseen. El indice de ADN (IADN) es la relacion del contenido de ADN de células leucémicas
entre células normales ambos en fase G0/G1 (). El IADN entre 0.95-1.05 corresponde a 46
cromosomas (diploidia), IADN<0.95 a un ntimero de cromosomas menor a 46 (hipo diploidia)
e IADN>1.05 a valores mayores de 46 cromosomas (hiperdiploidia). La cuantificacién del
ADN proporciona informacion clinica relevante para el prondstico, la evaluacién y el
seguimiento de pacientes con tumores solidos o neoplasias malignas hematologicas. La
precision en la medicién del IADN en leucemias linfoblasticas agudas es importante para la
estratificacion del tratamiento: hiperdiploidias con IADN = 1.16 es predictivo de prondstico
favorable, mientras que la hipodiploidia esta asociada a peor prongstico. ®)

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipos médico y biomédico:

- Citdmetro de Flujo FACS Canto Il de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

- Citémetro de flujo FACS Canto Il de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

- Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos en stock
- Refrigeradora eléctrica 4 °C para reactivos en uso
— Agitador de tubos o vartex

- Reloj de tiempo con alarma
- Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamafio

, - - Bomba de succién aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L)
,>(‘i 7.2 Equipo electromecanico:

LD |
""""""" '{?}/if}i\'fﬂ'_b"ﬁ' - Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Split
V -
Jk‘:eioa'zs Citometria de Flujo
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7.3

7.5

JUDITH ViDAL AYLLQN_
Jefa de Citometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141

instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Equipo informatico:

- Computadora con monitor LCD de 18.5

Equipo multifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color
- Impresora de cédigo de barras térmica

Instrumental:

- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm

- Micropipeta de volumen variable 100 uL - 1000 pL

- Micropipeta de volumen variable 10 pL - 100 pL

- Micropipeta de volumen variable 0.5 ML - 10 pL

- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable Pasteur de vidrio
- Termdmetro ambiental

- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador
Mobiliario:

- Modulo de melamina

- Modulo de computo (otros)

- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media
- Taburete giratorio rodante

Insumos y material médico:

- Guantes de nitrilo descartables

- Lentes protectores de policarbonato

= 1tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA K2
- Punteras descartables de 1000 pL

- Punteras descartables de 2 uL ~ 200 ML

- 2tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en la aguja
el citometro

Bioseguridad:

- Alcoholgelx 1L

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

-~ Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 4.73 L

- Detergente granulado industrial

- Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable de nitrilo sin polvo talla M x 100 unidades
Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Lejia (hipoclorito de sodio) al 5%
- Mascarilla descartable quirtirgica 3 pliegues
8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:
- Kit de ADN para Leucemia Linfoblastica Aguda B (LLA B):
o Anticuerpo primario CD19/CD22/CD20/CD10
o Anticuerpo secundario IgG FITC
o Solucién lisante de eritrocitos basada en cloruro de amonio
o Solucién de marcaje de ADN conteniendo ioduro de propidio
- Perla calibradora de citémetro de flujo 7 colores por 50 det
- Perla calibradora de citémetro de flujo 8 colores por 25 det
- Solucion buffer para citometria de flujo
- Solucién shut down para el citémetro de flujo
- Solucién de lavado para el citémetro de flujo
- Agua destilada estéril

- PBS (10 mM fosfato Na + K + 0.9% cloruro de sodio pH 7.4) con 0.5% albumina
bovina sérica

b) Soluciones:
- Solucién buffer PBS

- Solucién PBS + 0.09% de NaN3(azida de sodio) + 0.5% BSA (AlbUimina bovina
sérica)

- Solucion tampon buffer para citometria de flujo
- Solucién shutdown

- Solucion de lavado para citémetro de flujo FACSCLEAN
- Solucién para lavado contrad

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- lLuz

- Teléfono

Jefa de Citometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141 )
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X. MUESTRA
10.1 Obtencién de la muestra:

- Medula 6sea: El personal responsable de procedimientos del Equipo Funcional
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica y del Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia

Pediatrica, se encargan de hacer llegar la muestra hasta el area de recepcion de
muestra de Citometria de Flujo.

- Sangre periférica: es realizado por el area de trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica.

- Recepcion de muestras externas (referidos de otras instituciones).
10.2 Sistema biolégico:

- Meédula 6sea o sangre periférica.
10.3 Recipiente:

- Tubo con anticoagulante EDTA dipotasico.
10.4 Conservaciény manejo:

- Mantener en lugar libre de humedad y calor.
Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C.

i

- Enlo posible procesar la muestra.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:
11.1 Entrega de Material:

11.1.1  Semanalmente se entregan tubos con EDTA al personal responsable de
procedimientos del Equipo Funcional Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y
al Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

11.1.2  Para pacientes de hospitales externos, se hara entrega del tubo y los
formatos de solicitud de pruebas y de recoleccion de datos.

11.2 Recepcion de la muestra:
11.2.1  Verificar la correspondencia de muestras y orden.

11.2.2  Revisar condiciones de Ia muestra, tubo adecuado, cantidad de muestra
adecuada ausencia de coagulos ni hemdlisis.

11.3 Registro de la muestra:

11.3.1  Codificacion numeérica correlativa de la orden y el tubo de muestra, segtn
registro del cuaderno de rutina del servicio.

11.3.2  Rotular con el codigo interno al tubo primaric que contiene la muestra
utilizando plumon indeleble.

1.3.3  Ingresar los datos al Sistema Administrativo Hospitalario (SISINEN), e

Jefa de Citometria de Flujo ° imprimir etiqueta con codigo de barra.
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11.4 Trillado de datos del paciente en SISINEN:

11.4.1  Busqueda de resultados de diagnéstico del paciente en SISINEN.
11.5 Revisién de historia clinica:

11.5.1  Busqueda de datos clinicos y examenes auxiliares del paciente en SISINEN
y/o Historia clinica.

11.6 Preparacién del material para marcaje de la muestra:

11.6.1  El personal Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo debe prever el material

que requiera para el marcaje (tubos, punteras, pipetas, reactivos, soluciones
de trabajo y Buffer de lavado y adquisicion).

11.7 Marcaje de ADN:
11.7.1  Pipetear 100 uL o0 mas de muestra (considerar Ia celularidad).

11.7.2  Agregar 40 pL de anticuerpo primario (CD19/CD10/CD20/CD22).

11.7.3  Realizar vortéx de la muestra e incubarla 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad.

11.7.4  Adicionar 2 mL de PBS, centrifugar 5 min a 540 g. Eliminar sobrenadante.

11.7.5  Agregar 20 pL de anticuerpo secundario (IgG FITC), vortex e incubar 10
minutos.

11.7.6  Adicionar 2 mL de PBS, centrifugar 5 min a 540 g. Eliminar sobrenadante.
11.7.7  Adicionar 2 mL de solucion lisante del Kit, incubar 10 minutos.

11.7.8  Centrifugar 5 min a 540g. Eliminar el sobrenadante y restos de lisante sobre
papel filtro.

11.7.9  Anadir 1ml de marcaje de ADN - loduro de Propidio — (IP), incubar 10 min y
luego proceder inmediatamente a la lectura.

11.7.10 Adquirir la muestra en Low, 50000 eventos totales.

11.7.11 Preparar 1 tubo con sangre lisada para la limpieza del citometro luego de
adquirir las muestras, para eliminar restos de loduro de Propidio.

11.8 Lavado de la muestra:
11.8.1  Corresponde a los lavados en los pasos 11.7.4 y 11.7.6 con solucién salina
para sheat fluid (que contiene EDTA), por centrifugacion.
11.9 Adquisicion de la muestra en el citémetro de flujo:

11.9.1  Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccién del citometro (SIM)y
programar la adquisicién en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo.

11.10 Analisis y elaboracion del pre informe:

11.10.1  El personal administrativo elabora las plantillas en el programa power point
de office y lo archiva en la carpeta especifica, segtin el mes y afio en curso
(“Tubos 2020/Julio”, por ejemplo), para la elaboracion del pre-informe, a
cargo del personal Biélogo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el programa Infinicyt.

S vréAL AYLLON 11.10.2 Elinforme del resultado es cualitativo.
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11.10.3 Durante la adquisicion de las muestras se evalua el marcaje adecuado,

observando para ello las plantillas, histogramas o graficas de puntos de
cada fluorocromo en el software Facs Diva.

11.10.4 Los resultados obtenidos después de la adquisicion seran evaluados por
personal capacitado usando el software INFINICYT.

11.10.5 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point ppt.

11.10.6 Los resultados escritos en el power point se copian al sistema informatico

del INEN por el personal responsable para la visualizacion de este por parte
del Médico tratante.

11.11 Analisis y elaboracién del informe final:

11.11.1 El andlisis se realiza utilizando el programa Infinicyt, a cargo del Médico
Patdlogo encargado, quien revisa el pre-informe, verifica, modifica y
autoriza el registro del informe final en SISINEN.

11.12 Registro en SISINEN:

11.12.1 El ingreso de los datos del informe final se lleva a cabo por el personal
administrativo, utilizando usuario y contrasefia respectiva del SISINEN.

11.13 Validacién e impresién de informe:

11.13.1 A cargo del personal Médico Patologo encargado. Requiere de Usuario y
contrasefia propio en SISINEN.

11.13.2  Los resultados de los estudios deben interpretarse conjuntamente con la
historia clinica del paciente, historial de pruebas en Citometria, asi como los
resultados de otros examenes si fuera necesario.

11.13.3 Los informes copiados en el sistema informatico SISINEN son validados por
el personal Médico Patélogo responsable.

11.13.4 En el sistema SISINEN también se puede validar o corregir resultados
discordantes.

11.14 Entrega de informe y firma del paciente en el cuaderno del cargo:

11.14.1 Los informes validados pueden ser visualizados por personal autorizado a
través del SISINEN.

11.15 Registro de estadisticas por tipo de caso:

11.15.1 El personal administrativo registra en archivos excel la estadistica de casos.

. RESULTADOS ANALITICOS
12.1 Rangos de valores a informar: valor numérico:

Valores de referencia:

- 0.95 - 1.05 diploidia.
- < 0.95 hipodiploidia.
- >1.05 hiperdiploidia.

&73 12.2 Rangos de alarma: No aplica.
MY
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XIV. ANEXOS

- Anexo N° 1: Panel de anticuerpos para ADN LLA B.
- Anexo N° 2: Modelo de Informe interno.

~ Anexo N° 3: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1

PANEL DE ANTICUERPOS PARA ADN - LLAB

activos para seleccion

CD19/CD10/CD20/CD22 FITC
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ANEXO N° 2

MODELO DE INFORME INTERNO
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ANEXO N° 3

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION

PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

FECHA DE
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

01

1-11

Se elabora PNT segtin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
‘Lineamientos para la
elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

11/08/2020

M.C. Judith Vidal
Aylién
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