INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS N° 2© -2020-J | wen

REPUBLICA DEL PERy,

RESOLUCION JEFATURAL
Surquillo, 292 de SETIEM RREde 2020

El Informe N° 229-2020-DNCC-DICON/INEN emitido por el Departamento de

Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolégicos, el Memorando N°
- 931-2020-OGPP/INEN, de la Oficina General de Planeamiento y Presupuesto, el Informe
N° 291-2020-DICON/INEN, de la Direccion de Control del Cancer y el Informe N° 674-
2020-OAJ/INEN, de la Oficina de Asesoria Juridica, y;

CONSIDERANDO:

Que, a través de la Ley N° 28748, se cre6 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
acciyy |2|Peruano, con fecha 11 de enero del 2007, se aprobé el Reglamento de Organizacion y
sty /S/Funciones — ROF, del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas — INEN,
estableciendo la jurisdiccion, funciones generales y estructura organica del Instituto, asi
como las funciones de sus diferentes 6rganos y unidades organicas;

‘=\Neoplasicas — INEN, aprobado mediante Resolucion Jefatural N° 276-2019-J/INEN, de
g/fecha 10 de julio de 2019, se establecié en su numeral 6.6, el procedimiento de revisién de -
\ 7 / los de Procedimientos Normalizados de Trabajo en el INEN; ,

Que, a través del Informe N° 229-2020-DNCC-DICON/INEN, de fecha 27 de agosto de |
2020, emitido por el Departamento de Normatividad, Calidad y Control Nacional de -
Servicios Oncolégicos, concluye que los 05 Procedimientos Normalizados de Trabajo™.
(PNT) elaborados por el Equipo Funcional de Citometria de Flujo, en_el marco de sus
competencias, de conduccién coordinacién y asesoria en la formulacién/actualizacion de
documentos normativos en el INEN, ha completado la revision, asistencia técnica y
validacién de 05 Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) elaborados por el Equipo

Funcional de Citometria de Flujo, el cual se encuentra conforme;

Que mediante Informe N° 150-2020-O0-OGPP/INEN, de fecha 03 de setiembre del 2020,
elaborado por la Oficina de Organizacion, emite opinidn técnica favorable, en relacién a 05
Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) elaborados por el Equipo Funcional de
Citometria de Flujo, indicando que no colisiona con la estructura organica o funcional de la
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2020, la Oficina de Planeamiento Estratégico, emite opinion favorable a los 05
Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) elaborados por el Equipo Funcional de
Citometria de Flujo, las mismas que se sujetan a la estructura de costos en cuanto a la
. identificacion del CPMS, equipamiento y Suministro;

VReEe /20 Que a través del Informe N° 291-2020-DICON/INEN, de fecha 10 de setiembre de 2020,
INEN / emitido por la Direccion de Control del Cancer, procede a elevar para su aprobacion 05
Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) elaborados por el Equipo Funcional de
Citometria de Flujo;

3

'‘Que, con Informe de vistos, la Oficina de Asesoria Juridica opina que resulta viable la
Japrobacién de 05 Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) elaborados por el
Equipo Funcional de Citometria de Flujo;

Contando con los vistos buenos de la Sub Jefatura Institucional, la Gerencia General, Ia
Oficina de Organizacién, la Oficina de Planeamiento Estratégico, el Departamento de

el Cancer, de la Jefa de Citometria de Flujo, del Departamento de Patologia, la Direccion
e Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento y de la Oficina de Asesoria Juridica
el instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas-INEN;

En uso de las atribuciones y facultades conferidas en el Decreto Supremo N° 001-2007-

SA, que aprueba el Reglamento de Organizacién y Funciones del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas - INEN y la Resolucion Suprema N° 011-2018-SA,;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO. — APROBAR cinco (05) Procedimientos Normalizados de
Trabajo (PNT) elaborados por el Equipo Funcional de Citometria de Flujo que como
anexo forman parte integrante de la presente Resolucion.

ARTICULO SEGUNDO. - ENCARGAR a la Oficina de Comunicaciones, la difusion de la
presente resolucion, asi como su publicacion en la pagina web institucional.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE.

lefe Institucional \
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMECADES NEOPLASICAS \-\'7\
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PNT.DNCC. INEN. 137. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CITOMETRIA DE FLUJO PARA LINFOMA V.01

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

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
LINFOMA

OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de trabajo de Citometria de flujo para linfoma.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88206
- Caodigo Tarifario INEN: 210303

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Citometria de flujo
para linfoma 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 diagnéstico y seguimiento de Citometria de fiujo para linfoma
(neoplasias linfoproliferativas de células maduras).

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 Diagnostico y
Tratamiento:

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

- Bi6logo/a, Tecndiogo/a Médico del Equipo. Funcional de Citometria de Fiujo: Se
encarga de realizar la recepcion, marcaje, ;adquisicion y pre-analisis de la muestra
biologica. :

- 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 mltiples 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 iaser.

- Anticuerpos. - Son glucoproteinas capaces de reconocer moléculas especificas de
-------------- una particula, llamados antigenos. Forman parte del sistema inmune y son

Jj‘iﬂ'g@ CXng'gaAd?‘F,LU%N‘ sintetizados por células B de la sangre en su estadio mas maduro. Son utilizadas en
CMP 14344 RNE. 14141 el ambito clinico tanto en el diagnostico como en el tratamiento de enfermedades de

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas tIpO infeccioso inmunolégico y neoplasias 2) "

- 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
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- 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 fotdn de longitud de onda mayoér (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, Aloﬁcocnamna V450, V500c, etc. ®4

VI. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los linfomas son neoplasias hematologucas que se desarrollan del sistema linfatico, que
forman parte del sistema inmunitario del cuerpo humano. A los linfomas se les llama
tumores solidos hematologicos para diferenciarlos de las leucemias. Se clasifican en dos
tipos: Hodgkin y no Hodgkin, siendo este altimo dividido en 3 categorias principales,
basandose en la morfologia y el Imaje celular: neoplasias de linfocitos B, neoplasias de
linfocitos T y de células NK o células asesinas naturales (del inglés, natural killer). (587

La Citometria de flujo mejora significativamente la sensibilidad y especificidad en el
diagnéstico de linfoma en muestras con material citologico. La combinacion de citometria
de flujo y citomorfologia pueden llevar a la clasificacion especifica de linfoma con bastante
rapidez. Inicialmente se necesitara priorizar los marcadores base para el triaje. Con el uso
de la citometria de flujo multiparamétrica y los numerosos marcadores inmunofenotipicos
que pueden ser empleados simultaneamente es posible diagnosticar muestras
hipocelulares. En casos donde la sospecha de linfoma es de una entidad rara, la
comunicacion cercana entre el citdlogo, hematopatdlogo y el citometrista se podra disefiar
un panel adecuado de anticuerpos. (157

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipos médico y biomédico:

- 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

- Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamafio
- Cabina de seguridad bioldgica - Camara de bioseguridad clase ||
-~ Microscopio binocular

- Timer

- Agitador de tubos o vortex

- Bomba de succion aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L)

Equipo electromecanico:

- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Split

b')i'L"}{\'('LLc’)N
Jefa de Citometria de Flujo
eCMP 14344 RNE. 14141

ynstituto Naciona! de Entermedades Heoplasicas
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7.3 Equipo informatico:

- Computadora con monitor LCD de 18.5

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

Instrumental:

- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm
- Pipeta automatica rango variable 100 pL - 1000 pL

- Micropipeta de volumen variable 10 pL - 100 plL

- Micropipeta de volumen variable 0.5 L - 10 L.

- Micropipeta volumen fijo 10 L.

- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable pasteur de vidrio.

- Contador digital hematolégico de células.

- Frasco gotero de vidrio ambar clase A x 100 mL.

- Bomba de succion aspiracién (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
- Termémetro ambiental. ‘

- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador.

- Piseta de polietileno de 250 pl.

- Mortero de Porcelana 250 mL con pilon.

- Matraz para bomba al vacio de 3L.

Mohbiliario:

- Moddulo de melamina

- Méodulo de cémputo (otros)

- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media

- Taburete giratorio rodante

. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material médico:

- Guantes de nitrilo descartables
- Lentes protectores de policarbonato

@l

JUDITH|VIDAL AYLLON

Jefa de Gitometria de Flujo *_ pynteras descartables de 1000 pL
CMP 14344 RNE. 14141

stta Nacional e Enfemecedes NeobSEes. o ntarag descartables de 2 plL — 200 pL

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

~ 1 tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA K2
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ltometriade Flujo © - Equipos eléctricos

Jetade C
CMP 14344 RNE. 14

instituto Nacional de Entermed

141

8.2 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 dve nitrilo sin polvo talla M x 100 unidades
- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Lejia (hipoclorito de sodio) al 5%

- Mascarilla descartable quirlrgica 3 pliegues

8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:

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

b) Soluciones:
- Solucién buffer PBS
- Solucién PBS + 0.09% de NaN3(azida de sodio) + 0.5% BSA (Albdamina 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
Equipos biomédicos

.. - Equipos de aire acondicionado

ades Neoplasicas

9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono
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X. MUESTRA
10.1 Obtencion de la muestra:

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

- Biopsia por aspiracion con aguja fina (BAAF): El médico citopatlogo, es el
responsable de la toma de biopsia por aspiracién; el personal del Equipo
Funcional de Citologia son los responsables de hacer llegar la muestra hasta el
area de recepcion de Citometria de Flujo.

- Recepcion de muestras externas (referidos de otras instituciones).

10.2 Sistema biolégico:
- Médula 6sea, sangre periférica o BAAF.,

10.3 Recipiente:
- Tubo con anticoagulante EDTA dipotasico.
- Tubo con preservante celular (Transfix) y tubo con buffer salino fosfato (PBS).

10.4 Conservacion y manejo:
- Mantener en lugar libre de humedad y calor.
- Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C,
- En lo 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 Oncolégica 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.

JUDITH ON.
Jefa de Citometria de Flujo

CMP 14344 RNE. 14144 4. .. .
Jstituto Nacional de Enfermedades Neopi;s@asz Recepcion de la muestra:

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

11.3 Registro de la muestra:

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

11.3.2 Rotular con el codigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumén indeleble.

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

11.4 Trillado de datos del paciente en SISINEN:
11.4.1  Busqueda de resultados de diagndstico del paciente en SISINEN.

11.5 Revision de Historia Clinica:

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

Coloracién y lectura del frotis de muestra Orientacién de panel de marcaje:

11.6.1  Colorear la muestra, previamente rotulada con lapiz para marcar vidrio con
el nimero correspondiente de citometria y las iniciales del nombre del
paciente.

11.6.2 Lectura de la lamina coloreada con wright para obtener la férmula
diferencial, que servira para orientar la eleccion de los paneles de marcaje.

Recuento de la celularidad de la muestra:

11.7.1  Se realiza segun instructivo de recuento celular aprobado por el area.

11.8 Adquisicion de la muestra en el citobmetro de flujo para recuento de
celularidad:

11.8.1  Adquirir la muestra inmediatamente después de obtener la muestra lisada
en el templado del software de adquisicion “Blancos”

11.8.2 Esta adquisicion permitira obtener el recuento aproximado de los
leucocitos/uL y el volumen de marcaje que se debera utilizar para obtener
un numero determinado de eventos.

Preparacion del panel de Screening de neoplasias linfoproliferativa de células
maduras:

11.9.1  Ver anexo N° 1 para el panel de marcaje que corresponda.

JUDITH VIDAL AYLLQN.
Jefa de Citometria de Flujo

CMP 14344 RNE. 14141 11,10 Preparacion del material para marcaje de la muestra:
‘nafituto Nacional de Enfermedades Neoplasica:

11.10.1 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).
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.................

11.11 Lavado de la Muestra para Marcaje de Inmunoglobulinas:

11111 En un tubo de 15 mL conico afadir 10 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3
al 0,09% a la muestra y 350 pL de muestra homogenizada.

11.11.2 Mezclar bien.
11.11.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

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

11.11.5 Resuspender el botén celular (pellet) completamente
11.11.6 Repetir los pasos desde 11.11.1 hasta 11.11.5 dos veces mas.

11.12 Procesamiento del tubo screening de neoplasias linfoproliferativas de células
maduras (LST): |

e

11.12.1 Este marcaje permitira la identificacion y caracterizacion de los linfocitos,
reconociendo los normales/reactivos de los patolégicos.

11.13 Marcaje e incubacién de la muestra con anticuérpos de superficie:

11.13.1 Preparar en un solo tubo de citometria Ia combinacién de anticuerpos de
screening del panel LST, colocando cada anticuerpo en volumen
apropiado, segun el titulo indicado en el panel (ver anexo N° 1).

11.13.2 Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
11.14 Incubacion de la Muestra con Lisante de Hematies:

11.14.1  Anadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H20d).

11.14.2  Mezclar bien.
11.14.3  Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

11.15 Lavar la Muestra:
11.15.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.15.2 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.

11.15.3 Reconstituir suavemente el pellet

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

11.15.6 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

......

N . .
JUDITH VIDAL AYLLON 11.16.7 Descarte el sobrenadante usando una pipeta Pasteur o un sistema de

CMP 143

RNE. 14141 vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 pL de

instituto Nacional de Enfermedades Neapldsicas volumen residual en cada tubo.
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11.16 Reconstitucion para la adquisicion:

11.16.1 Reconstituir suavemente el pellet y agregar luego aproximadamente 250
uL de solucién de adquisicion (PBS).

11.17 Adquisicion de la Muestra en el Citometro de Flujo:

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

11.17.2 Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citdmetro (SIT) y
programar la adquisicién en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de células neoplasicas (CN) 6 2 000 000 de eventos viables
si tiene una infiltracién de menos de 20% de CN.

11.18 Analisis de LST y elaboracion del panel complementario:

11.18.1 El informe del resultado es cualitativo.

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

11.18.3 Elegir el panel complementario correspondiente, segun los hallazgos
encontrados en el tubo de screening con la linea hematoloégica que
caracterice a la poblacién inmadura patolégica.

11.18.4 Ver en anexo N° 2 los paneles complementarios para marcaje.

11.19 Marcaje del panel complementario de Estudio de Linfomas:

11.19.1 Se procedera al marcaje del panel complementario.

/ 11.20 Preparacion del material para marcaje del panel complementario:

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

11.21 Procesamiento de tubos con marcaje de antigenos de superficie:

11.21.1 En esta seccion se indica el marcaje de la muestra con los anticuerpos
dirigidos solo antigenos de superficie.

41.22 Marcaje de muestra con antigenos de superficie:

11.22.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos, en los tubos a los que les
corresponde solo marcadores de superficie, segun el panel
complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de citometria rotulados con
el nimero de tubo segun indique el panel complementario con la
combinacion de anticuerpos superficie.

JUDITK VIDAL AYLLON
Jefa de Citometria de Flujo -
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedadas Neanlacianr

11.23 Incubacién de la Muestra con Lisante de Hematies:

11.23.1 Afadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H20d).

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.23.2 Mezclar bien.
11.23.3 Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

11.24 Lavado de la muestra:
11.24.1  Anadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% a la muestra.
11.24.2 Mezclar bien.
11.24.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.24.4 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.

11.25 Reconstitucion para la adquisicién:

11.25.1 Reconstituir suavemente el pellet y agregar luego aproximadamente 250ul
de solucion de adquisicion (PBS).

11.26 Adquisicion de la Muestra en el Citémetro de Flujo:

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

11.26.2 Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccién del citémetro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de células neoplasicas (CN) 6 2 000 000 de eventos viables
si tiene una infiltracidn de menos de 20% de CN.

11.27 Procesamiento del Tubos para marcaje combmado de marcaje de antigenos
de citoplasma o niicleo:

11.27.1 En esta seccion se indica el marcaje de la muestra con los anticuerpos
dirigidos solo antigenos de citoplasma o nucleo.

11.28 Marcaje de la Muestra con Anticuerpos de Superficie:

11.28.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos en los tubos a los que les
corresponde marcaje combinado de marcadores de superficie, citoplasma
y nucleo, segln el panel complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de
citometria rotulados con el nimero de tubo segin indique el panel
complementario. Colocar la combinacion indicada de anticuerpos contra
antigenos de superficie y el volumen de muestra obtenido en el recuento
de celularidad.

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

IDAL AYLLON 11.28.2 Incubar por 20 minutos en oscuridad y temperatura ambiente.
Jefa de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

1.29 Lavado de la Muestra:

11.29.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11292 Mezclar bien.

11.29.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.29.4 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.

11.30 Fijacion de la muestra:

11.30.1 Colocar 100 uL de solucion fijadora del kit de permeabiliacion (Solucion A)
y mezclar bien.

11.30.2 Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

11.31 Lavar de la muestra:
11.31.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.31.2 Mezclar bien.
11.31.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.31.4 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.

11.31.5 Reconstituir suavemente el pellet.

A7 11.32 Permeacion vy lisis de la muestra:
‘ N

11.32.1 Colocar 100 de solucién permeabilizante (solucién B) y mezciar con la
/ muestra por 10 segundos.

11.32.2 La solucion B contiene también solucion lisante para eliminar a los
hematies.

11.33 Marcaje de la muestra con anticuerpos intracitoplasmaticos:

11.33.1 Agregar el volumen apropiado de anticuerpos dirigidos contra los
marcadores de citoplasma que contiene el panel complementario.

11.34 Centrifugado y lavado para eliminar solucion permeabilizante:

11.34.1 Anadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.34.2 Mezclar bien.

11.34.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.34.4 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.

\‘k 11.35 Lavado de muestra:
AR 11.35.1 Anfadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular

"\

JUDITH IDAL' AYLLC_) . 11.35.2 Mezclar bien.
Jefa de Cjtometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141 11.35.3 Centrifugar durante 5 min a 540 .

instituto Nacionat de Entermedades Neoplasicas
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11.35.4 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.

11.36 Reconstitucion para la adquisicion:
11.36.1 Resuspender el sedimento celular en 200ul de PBS + BSA al 0,2%.

11.37 Adquisicion de la muestra en el citémetro de flujo:

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

11.37.2  Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccién del citémetro (SIT) y
programar la adquisicion en el "Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de CN 6 2 500 000 de eventos viables si tiene una
infiltracién de menos de 20% de CN.

11.38 Andlisis y Elaboracion del pre-informe:

11.38.1 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/agosto, por ejemplo), para la elaboracién del pre-informe, a
cargo del personal Bidlogo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo. El andlisis se
realiza utilizando el programa Infinicyt.

11.38.2 El informe del resultado es cualitativo.

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

11.38.4 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point - ppt.

11.38.5 Los resultados escritos en el power point se transcrie al sistema
informatico del INEN por el personal responsable para la visualizacion de
este por parte del médico tratante.

11.39 Andlisis y Elaboracién del informe final:

11.39.1 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.

11.40 Registro de informe en SISINEN:

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

11.41.1 A cargo del personal médico patdlogo encargado. Requiere de usuario y
contrasefia propios en SISINEN.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sid.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe
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11.41.2 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.

11.41.3 Los informes copiados en el sistema informatico SISINEN son validados
por el personal medico responsable.

11.41.4 En el sistema SISINEN también se puede validar o corregir resultados

discordanies.

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

11.42.1 Los informes validados pueden ser visualizados por personal autorizado a

través del SISINEN.

11.43 Registro de estadisticas por tipo de caso:
11.43.1

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

11.44 Mantenimiento:
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Mantenimiento diario:

Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de tubos para
evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs. Adicionalmente se utilizara
una solucién estandar con targets conocidos para la calibracion de los equipos.

11.441

Lavado de equipo:

Diariamente, al iniciar la jornada de trabajo, se procederd con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citometro y se
procedera con el encendido electronico del citometro de flujo con la
funcion “Start up”.

Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

11.44.2 Calibracion de equipo:

/\/ ‘
v VR

Jefa de Citometria de Fiujo *
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Para este paso se requiere adquirir en el citbtmetro una suspension de
perlas con valores estandar de Intensidad de fluorescencia media.

Los targets de las perlas de cada canal estableceran en el equipo los
reajustes de voltajes (delta o diferencial de PMT) y otros valores que
impactaran de manera positiva en las adquisiciones de cada
experimento en el citémetro y tiene validez por 24 horas, transcurrido
este tiempo caducara y debera repetirse la calibracion.

"./‘ \,\«\XL 11.44.3 Control y sequimiento de voltaje:

En el templado del software de adquisicion (plantilla de trabajo con las
condiciones de adquisicion grabadas) se revisard diariamente si la
solucién estandar (control de estandarizaciéon) coincide en las
intensidades de fluorescencia media (IFM) de cada canal con los IFM
que se dejaron grabados el dia de la compensacion en la “plantilla
ajuste de voltajes”.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.44.4 Lavadb final diario para mantenimiento de equipo:

e Diariamente, al terminar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citdmetro y se
procedera con el apagado electronico del citometro de flujo con la
funcién “shutdown” :

¢ Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

Mantenimiento semanal

Se realiza una vez por semana para liberar de impurezas y sedimentos de sales a
las tubuladuras, jeringa de inyeccion y celda de flujo del citometro.

11.44.5 Lavado profundo del equipo {Long clean):

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

11.45 Compensacién:

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
mensualemente, 0 en casos de cambio de lote del calibrador.

11.45.1 Establecer linea de base:

¢ Requiere Soluciones estandar (reactivo citometer setup and traking)
para establecer las condiciones 6ptimas del equipo, en cuanto a las
ganancias de luz de emisién en cada canal de deteccién.

11.45.2 Ajuste de voltajes:

¢ Requiere de la adquisicion de una suspensién de perlas con valores de
IFM estandar para establecer los valores de voltajes en cada canal
para obtener el punto Optimo de deteccién en cada PMT (mejor
ganancia de luz de emisién de los fluorocromos).

11.45.3 Calculo de compensacion:

e Establecer las restas de compensacion en las combinaciones de los 8
canales para evitar el solapamiento del espectro luminoso de Ia luz de
emisién de los fluorocromos, asegurando la lectura apropiada de cada
longitud de onda en el canal correspondiente.

CMP 14344 RNE. 14141 N
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

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.

INSTITUTO NACIGNAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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Para esto habra 2 opciones:
o Positivo débil (-/+), (+d)

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

- Anexo N° 01: Panel de anticuerpos para screening de neoplasias linfoproliferativas de
células maduras.

2 - Anexo N° 02: Panel de anticuerpos para estudio complementario de neoplasias
1 linfoproliferativas de células maduras.

B

Anexo N° 03: Control de cambios y mejoras.

w e
7S
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DAL AYLLON
Jefa de Citometria de Flujo °
_ CMP 14344 RNE. 14144
Instituto Nacionat de Enfermedades Neoplasicas
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~ ANEXO N° 01

PANEL DE ANTICUERPOS PARA SCREENING DE NEOPLASIAS LINFOPROLIFERATIVAS
DE CELULAS MADURAS.

|SCREENING Neoplasia linfoproliferativa de células maduras

' V450 PO FITC PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
LsT CcD20/CD4 CD45 | -CD8/smL | CD56/smK | CD5 | CD13/TCRgd CD3  CD38
1/1 4 5/5 5/5 10 5/1 5 3

Para la marcacién de este tubo, lavar tres veces la muestr'a‘c\on PBS+BSA+Azida
Adquirir 2 500 000 eventos totales en casos con < a 20% de infiltracién por CF

Adquirir 500 000 eventos totales en casos con >= a 20% de infiltracion por CF

ANEXO N° 02

LINFOPROLIFERATIVAS DE CELULAS MADURAS.

'COMPLEMENTARIO LINFOMA T
: Adquirir 500 000 eventos totales

Para pacientes con CN T CD4+, sélo se marcan tubos 1, 2,3y4.

PANEL DE ANTICUERPOS PARA ESTUDIO COMPLEMENTARIO DE NEOPLASIAS

CMP 14344 RNE.
inctituto Nacional de Enfermedad

V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 CD4 CD45 cD7 CD26 cb3 cD2 cb28 cD8
1 5 10 10 10 2 10 5
Marca BD 8D BD BD BD 3] BD BD
cb4 Cb4s D27 CCR7 cb3 CD45R0O CD45RA CcD8
1 5 10 10 10 5 10 s |
Marca 8D BD BD BD BD BD BD
cD4 CD45 CcDs CD25 co3 HLADR cyTCL1 cp8
1 5 10 10 10 25 4 5
Marca 8D BD BD BD BD 8D eBiocience BD
cba CD45 CD57 CD30 CD3 _ CD11c cD8
1 5 10 10 10 2 5
Marca BD BD BD BD BD 8D 8D BD
cD4 CcD45 cyPerforin | cyGranzyme cDp3 CDl1e CcD94 CcD§
1 5 10 C 15 10 2 5 5
Marca 8D BD BD BD BD BD BD 8D
D4 CD45 B CD279 cD3 _ _ cD8
1 5 10 10 5
Marca BD BD 8D BD 8D
LEMENTARIO LINFOMA NK }
Adquijrir 500 000 eventos totales para casos nuevos
Adgylirir 2 000 000 eventos totales para casos control
V450 V500¢ FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 CD2 cb4s cD7 cD26 cb3 CD56 CD5 CcD19
1 5 10 10 10 5 3 5
Marca 8D BD 8D 8D BD BD BD BD
Tuho.2... CD16 Cb45 CD57 CD25 CD3 CD56 CD11c CD19
LLON 5 5 10 10 10 5 2 5
eFuIe s BD BD ’ BD BD BD BD BD
v aastisicns HLADR CD45 | cyPerforin | cyGranzime co3 CDs6 €D94 cD19
1 5 10 15 10 5 5 5
Marca 8D BD 8D 8D 8D BD 8D

Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
MIELOMA

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de citometria de flujo para mieloma.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88202
- Codigo Tarifario INEN: 210305

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para estudio de diagnéstico por citometria de
flujo de mieloma (neoplasia de células plasmaticas) 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 diagnéstico y
seguimiento de neoplasia de células plasmaticas.

RESPONSABILIDADES

Son responsables del cumplimiento delrpresente 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 Patdlogo del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: Se encarga de
supervisar el proceso y emitir los resuitados 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
biolagica.

- 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. - La citometria de flujo es una técnica que analiza
simultaneamente y en corto tiempo, mdltiples 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 mdltiples 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.

Jefa de Gitometria de Flujo ) ' |
cup 14344 RNE. 14141 — Anticuerpos. - Son glucoproteinas capaces de reconocer moléculas especificas de

nsttut aconaldeEnfmessdes OB || barticula, 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. @

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Anticuerpos monoclonales para citometria de flujo. - Son anticuerpos producidos
por clones de células B y de mieloma liamados “hibridoma” que 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 excntacuon) emiten a su
vez otro fotén 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. G4

- Mieloma de células plasmaticas. - Es una enfermedad neoplasica multifocal que
produce la proliferacién de células: plasmaticas anémalas, usualmente asociadas a
proteina M en suero y orina y evidencia de dafio en érgano. La médula 6sea es el sitio
de origen de casi todas las células plasmaticas patolégicas y en la mayoria de casos
hay compromiso y diseminacién er médula 6sea. La enfermedad presenta un espectro
clinico desde asintomatico hasta altamente agresivo. ®

SIGNIFICANCIA CLINICA

La citometria de flujo es una técnica que permite discriminar entre células plasmaticas
patolégicas y normales o reactivas, analizando simultaneamente los diferentes patrones
de expresidn antigénica. Los antigenos de membrana mas utilizados incluyen al CD138,
CD38, CD45, CD56, CD19 y cadenas livianas kappa y lambda citoplasmaticas. ()

Diferentes estudios han demostrado que la sensibilidad de estas técnicas se incrementa
significativamente cuando 2 6 marcadores se analizan simultaneamente. La CMF de ocho
colores (ocho antigenos analizados simultaneamente) logra una sensibilidad de 1 célula
patologica en 100.000 (10-5) células plasmaticas totales. &9

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipos médico y biomédico:

- Citémetro de Flujo FACS Canto 1l 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 tamafio
- Cabina de seguridad biolégica - Camara de bioseguridad clase |l
- Microscopio binocular ' »

- Timer

- Agitador de tubos o vortex

- Bomba de succion aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado>1L)

Equipo electromecanico:
Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Split

CMP 14344 RNE. 14144
insmmoNacmna\deEnfermedadesNpoasmas EQUipO informético:

- Computadora con monitor LCD de 18.5
- Equipo multifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Impresora de cédigo de barras térmica

7.4 Instrumental:
- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm.
- Micropipeta de volumen variable 100 uL - 1000 L.
- Micropipeta de volumen variable 10 uL - 100 L.
- Micropipeta de volumen variable 0.5 uL - 10 pL.
- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas.
- Pipeta descartable pasteur de vidrio.
- Contador digital hematoldgico de células.
- Frasco gotero de vidrio ambar clase A x 100 mL.
- Bomba de succion aspiracién (con matraz erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
~ Termdmetro ambiental.
- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador.
- Piseta de polietileno de 250 pL.
- Mortero de porcelana 250 mL con pilon.
~ Matraz para bomba al vacio de 3L.

7.5 Mobiliario:
-~ Médulo de melamina
- Maddulo de cémputo (otros)
- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media

~ Taburete giratorio rodante

Vill. SUMINISTROS

Insumos y material médico:

- Guantes de nitrilo descartables

- Lentes protectores de policarbonato

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

~ Punteras descartables de 2 L. - 200 pL

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

JUDITHWIDAL AYLLQN_
Jefa de Citometria de Flujo

CMP 14344 RNE. 14141 R . .
Instituto Nacional de Enfermedades Nennlasﬁd’g Bloseg uridad:

- Alcoholgelx 1L
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Bolsa de polietileno 72 Cm x 51 Cm color rojo

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- 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
- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lejia (hipoclorito de sodio) al 5%

- Mascarilla descartable quirirgica 3 pliegues

8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:

- Ver Anticuerpos, fluorocromos con su respectivo titulo en anexo N° 1, segdn
panel correspondiente

S b) Soluciones:
- Solucion buffer PBS

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

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

- Solucion tampon buffer para citometria de flujo

- Solucion shutdown
- Solucion de lavado para citdmetro de flujo FACSCLEAN

TR

- Solucién para lavado contrad

- Agua destilada

—~:0/IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
| 9.1 Servicios Técnicos: |
Mantenimiento preventivo de equipamiento
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos

Servicios Puablicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono
Jefa de Citometria de Flujo *
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Nacionat de Enfermedades Neopldsicas
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X. MUESTRA
101 Obtencidn de la muestra:

- Medula 6sea: El personal responsable de procedimientos del Equipo Funcional
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica, estan encargados de hacer llegar las
muestras 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). Atendidos en
el médulo de patologia de atencion al paciente externo.

10.2 Sistema biolégico:

- Méduia 6sea o sangre periférica.

10.3 Recipiente:

- Tubo con anticoagulante acido etilendiaminotetraacético dipotasico (EDTA kz)

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

- En lo posible procesar la muestra fresca.

‘;5:,5?""

x

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:

e

S

Y

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 Oncoldgica 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 y los
formatos de solicitud de pruebas y de recoleccién de datos.

/ 11.2 Recepcion de la muestra:
1121 Verificar la correspondencia de muestras y orden.

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

e Lonr . - .
VIDAL AdYLFII.QN. 11.2.2  Revisar condiciones de la muestra, tubo adecuado, cantidad de muestra
Jefa de Citometria de Flujo . . .
CMP 14344 RNE. 14144 adecuada ausencia de coagulos ni hemdlisis.

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

11.2.3  Ingresar los datos al Sistema Administrativo Hospitalario (SISINEN), e
imprimir etiqueta con cédigo de barra.
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11.3 Registro de la muestra:

11.3.1  Caodificacion numérica correlativa de la orden y el tubo de muestra, segin
registro del cuaderno de rutina del servicio.

11.3.2 Rotular con el cédigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumoén indeleble.

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

11.4 Trillado de datos del paciente #n SISINEN:.
11.4.1 Busqueda de resultados de diagnostico del paciente en SISINEN.

o /M\\\ 11.5 Revision de Historia Clinica:

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

11.6 Coloracion y lectura del frofis de muestra orientacién de panel de marcaje:

11.6.1  Colorear la muestra, previamente rotulada con lapiz para marcar vidrio con
el numero correspondiente de citometria y las iniciales del nombre del
paciente.

11.6.2 Lectura de la lamina coloreada con Wright para obtener la férmula
diferencial, que servira para orientar la eleccion de los paneles de marcaje.

11.7 Recuento de la celularidad de la muestra:

11.7.1  Se realiza segun instructivo de recuento celular aprobado por el area.

11.8 Adquisicion de la muestra en el citometro de flujo para recuento de
celularidad:

11.8.1  Adquirir la muestra inmediatamente después de obtener la muestra lisada
en el templado del software de adquisicion “Blancos”.

Preparacién del panel de screening de estudio de neoplasia de células
plasmaticas (PCD):

11.9.1  Ver anexo N° 1 para el panel de marcaje de screening de neoplasia de
células plasmaticas.

11.10 Preparacién del material para marcaje de la muestra con panel screening PCD:

, 11.10.1 El personal Bi6logo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo debe prever el material
TP S ol A re ier ra el rcaie tub unterasy i reacti
JUDITH VIDAL AYLLON que requiera para marcaje (tubos, punteras, pipetas, tivos,
Jefa de\Citometria de Flujo * soluciones de trabajo y buffer de lavado y adquisicion).
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

11.11 Procesamiento de la muestra screening:

11.11.1 El panel consiste en el marcaje de antigenos de superficie y citoplasma,
con un panel cuya mayor sensibilidad esta orientado a la caracterizacion
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- de Iéﬁ'céiulas plasmaticas para bodér distinguir entre normales/reactivas y
patolégicas. ot o :
11.12 Lavado de la muestra para marcaje de inmdnoglobulinas; :
11.12;1 Afadir 10 mL de PBS + 'BSA al 0,2% +’NaN3 al 0,09% a la muestra.
11.12.2 -Mezclarbien. ~ S
11.12.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.12.4 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'cadatubo.

11.12.5 Resuspender el botén de leucocitos en el fondo del tubo.

11.13 Marcaje e incubacién de la muestra con anticuerpos de superficie:

11.13.1 Preparar en un solo tubo de citometria la combinacién de anticuerpos de
screening del panel PCD, colocando cada anticuerpo dirigido contra
marcadores de superficie, en volumen apropiado, segun el titulo indicado
en el panel (ver anexo N° 1).

11.14 Lavado de la muestra:
11.14.1  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% a la muestra.
11142 Mezclarbien.
11.14.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.14.4 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.

11.14.5 Resuspender completamente el boton celular (pellet) al fondo del tubo.

11.1% Fijar Ia muestra:

g 11.16.1 Colocar 100 uL de solucion fijadora del kit de permeabilizacion (Solucion
A).

11.15.2  Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

11.16 il_av‘ar la muestra:

11.16.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.16.2 Mezclar bien. .

*1.16.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

JUDITHVIDALAYLLON  “1.16.4 Descarte el sobrenadante usando una pipeta pasteur o un sistema de
Jefa de Citometria de Flujo vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 pL de

CMP 14344 RNE. 14141 ; ;
Institto Racionalde Enfesmedades Neoplsicas volumen residual en cada tubo. . .

*1.16.5 Reconstituir suavemente y por completo el pellet.

INSTITUTO NACIONAL l§E ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.17 Permeaciony IISIS de entrucstm det m mum,fra

11.17.1 Colocar 100 de solucnor Lcrnwabzhrante (solumon B} y mezclar con la
~ muestra por 10 segundo

11.17.2 La solucion B r*onhrrm fcnnb'cu solucién‘ lisante para eliminar a los
hematies. e

11.18 Marcaje con anticuerpos intfwimpias‘;fm’tﬁcos:

11.18.1 Agregar el volumen apropiade de anticuerpos dirigidos contra los
marcadores de citoplazrnz que contiene el panel (CylLambda, CyKappa)
ver marcadores en panat (anaxa M

11.19 Centrifugado y lavado para eliminar soluéién permeabilizante:
11.19.1  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 5,2% -+ NaN3 al 0,08% al sedimento celular
11.19.2 Mezclar bien.. |
11.19.3 Centrifugar durante 5 min 2 540 g.

11.19.4 Descarte el sobrenadante usando una pipeta pasteur o un sistema de
vacio sin alterar ei sediments celular, dejando sproximadamente 50 pl. de
volumen residual en caaa tubg.

11.19.56 Repetir los pasos 11.15.1 2! 11,16 4 ung vez mas.

11.20 Reconstituir para la adguisicicén:
11.20.1 Resuspender el sedimento celuiar en 200 L de PBS + BSA al 0,2%.

11.21 Adquisicion de la muestra screening 2n e! citometro de fiujo:

11.21.1 Adquirir las células inmediataménte después del marcaje, de no ser
posible, aimacenar entre 4 °C a 8 °C durante 1 h, corno maximo.

11.21.2 Colocar el tubo de muestra en ia pipeta de inyeccion del citometro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicién (DIVA software) v grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos 6 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltracion de menos de 20% de blastos.

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

11.22 Analisis de PCD, elaboracién de! pre informe y planeamiento del panel
complementario diagnéstico:

11.22.1 El informe del resultado es cualitativo.

11.22.2 Los resultados obtenidos después de la adquisicion seran evaluados por

“’JUD'T VIDAL AYLLON personal capacitado usando el software INFINICYT.
efa de Citometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 141414 11.22.3

institato Nacional de Enfermedades Neoplisicas Elegir el panel complementaric correspondiente, segun los hallazgos

encontrados en el tubo de screening con la linea hematoldgica que
caracterice a la poblacién inmadura patolégica.
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11.22.4 Veren anexo N° 2 el panel 'complemeniario para marcaje.

11.23 Preparacion del - material para marcaje de la muestra con panel
complementario: :

11.23.1- El personal Bidlogo/a, Tecnélogo/a Médico a cargo debe prever el material
que requiera para el marcaje del panel complementario (tubos, punteras,
pipetas, reactivos, soluciones de trabajo y buffer de lavado y adquisicion).

11.24 Procesamiento del tubo con panel complementario:

11.24.1 El panel consiste en el marcaje de antigenos de superficie, con un panel
cuya mayor sensibilidad esta orientado a la caracterizacion de las células
plasmaticas con marcadores de valor pronéstico para poder distinguir
entre normales/reactivas y patolégicas y aportar mayor informacion en la
clasificacion de enfermedad.

11.25 Marcaje de muestra con anticuerpos contra a‘ntigenos de superficie:

. 11.25.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos, en los tubos a los que les

. corresponde solo marcadores de superficie, segin el panel
complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de citometria rotulados con
el numero de tubo segln indique el panel complementario con la
combinacién de anticuerpos superficie.

11.25.2 Incubar por 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

11.26 Incubacién de la Muestra con Lisante de Hematies:

11.26.1 Anadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H20d).

11.26.2 Mezclar bien.
11.26.3 Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de Ia luz.

11.27 Lavado la Muestra:
11.27.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.27.2 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 tubc.

11.27.3 Reconstituir suavemente el pellet

11.27.4 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.27.5 Mezclar bien. o

11.27.6 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

" JUDITH VIDAL AY\;‘-QON. 11.27.7 Descarte el sobrenadante usando una pipeta Pasteur o un sistema de
i u . . . . .
Jefa ;: 10;§‘;2“3F:§;d1§,41’ vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 L de
lnstitu\o(?‘ ional de Enfermedades Neaplasicas . volumen residual en cada tubo.

INSTITUTO NACIONAL DE ERFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. fax: 620-4951. Web; www.inen sid.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe
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11.28 Reconstitucion para la adquisi'ci'éh en gl citémetro de flujo:

11.28.1 Reconstituir suavemer:?ﬁ elx‘pellet y‘agregar luego aproximadamente 250ul
de solucion de adquisicion (PBS).

11.29 Adquisicién de la muestra en el citémetro de flujo:

11.29.1  Adquirir las céluiaé inmediatamente después del marcaje, de no ser
posible, aimacenar entre 4 °C a 8 °C durante 1 h, como maximo.

11.29.2 Colocar el tubo de muestr# en la pipeta de inyeccion del citdmetro (SIT) y
programar la adQUlSiCIOﬂ en 2| “Dashboard Adguisition del programa de
adquisicién (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos & 2 000 000 de eventos viables (2 500 000
eventos totales aproximadamente) si tiene una infiltracion de menos de
20% de blastos.

11.30 Analisis y Elaboracidn del pre-informe:

ke 11.30.1 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/agoste”, por ejemplo), para la elaboracion del pre-informe, a
cargo del personal Biblogo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el programa Infinicvt.

11.30.2 El informe del resultado es cualiiativo.

11.30.3 Los resultados obtenidcs después de la adquisicion seran evaluados por
personal capacitado usando &l software INFINICYT.

11.30.4 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point ppt.

11.30.5 Los resultados escritos en el power point se transcribe al sistema
informatico del INEN pcr el personal responsable para la visualizacion de
este por parte del rédico fratante.

11.31 Analisis y Elaboracion del informe final:

11.31.1 El analisis se reahza 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.

11.32 Registro de informe en SISINEN:

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

11.33 Validacion e impresion de informe:
11.33.1 ‘A cargo del personal médico patologo encargado. Requiere de usuario y

JUDITH ViDAL AYLLON contrasefia propios en SISINEN.
Jefa de Citometria de Fiujo
CMP 14344 RNE. 14141 11.33.2 Los resultados de los estudios deben interpretarse conjuntamente con la

Instituto Nacional de Enfermenades Neoplasi
e historia clinica del paciente, historial de pruebas en citometria, asi como

los resultados de otros examenes si fuera necesario.

INSTITUTO NACIONAL DE EMFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-65Q0. Fzy: 620-4331. Web: www.inen.sld.pe e-mail:
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11.36.4 Lavado final diaric para mantenimiérito de equipo:

o Diariamente, al terminar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza. de las tubuladuras y celdas del citémetro y se
procedera con el aoagade electromco del citobmetro de flujo con la
funcmn ‘shutdown”

e Luego se proceder al enjuague con varias corridas de agua destilada.

Mantenimiento semanal:

Se realiza una vez por sernana para liberar de impurezas y sedimentos de sales a
las tubuladuras, jeringa de inyeccion y celda de flujo del citometro.

11.36.5 Lavado profundo del equipo (Long clean):

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

11.37 Compensacion:

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 dei calibrador.

11.37.1 Establecer linea de base:

e Requiere soluciones estandar (reactivo Citometer Setup and Traking)
para establecer las condiciones dptimas del equipo, en cuanto a las
ganancias de luz de emisién en cada canal de deteccién.

11.37.2 Ajuste de voltaies:‘

e Requiere de la adquisicion de una suspension de perlas con valores de
IFM estandar para establecer los valores de voltajes en cada canal
para obtener el punto-o6ptimo de deteccién en cada PMT (mejor
ganancia de luz de emision de los fluorocromos)

11.37.3 Calculo de compensacién:

» Establecer las restas de compensacion en las combinaciones de los 8
canales para evitar el solapamiento del espectro luminoso de Ia luz de
emision de los fluorocromos, asegurando la lectura apropiada de cada
longitud de onda en‘el canal c,orrespondnente ‘

v\ XL RESULTADOS ANALITICOS
SL ’Wf/ 12.1 El informe del resultado es cuahtatlvo

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

JUDITR VIDAL AVEHZ2  Los datos son reportados como “Negatlvo si la poblacion descrita no expresa ¢l

CMP 14344 RNE.14141  marcador evaluado.
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas . . . i i
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 describir la escala de expresion hay 2 opciones:

X INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS -
' Av. Angamos Este N’ 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www .
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11.33.3 Los informes copiados-‘en‘ el sistema informatico SISINEN son validados
por el personal médico responsable.

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

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

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

11.35 Registro de estadisticas por‘tipo de caso:

11.35.1 El personal adminiStrativo registra en archivos excel la estadistica de
casos.

11.36 Mantenimiento:
Mantenimiento diario:

Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de tubos para
evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs. Adicionalmente se utilizara
una solucion estandar con targets conocidos para la calibracion de los equipos.

11.36.1 Lavado de equipo:

e Diariamente, al iniciar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de ias tubuladuras y celdas del citometro y se
procedera con el encendido electrénico del citometro de flujo con la
funcion “Start up”.

» Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

11.36.2 Calibracién de equipo:

e Para este paso s2 requiere adquirir en el citbmetro una suspension de
perlas con valores estandar de intensidad de fluorescencia media.

s Los targets de las perlas de cada canal estableceran en el equipo los
reajustes de voltajes (delta o diferencial de PMT) y otros valores que
impactaran de manera positiva en las adquisiciones de cada
experimento en el citometro y tiene validez por 24 horas, transcurrido
este tiempo caducara y debera repetirse la calibracion.

11.36.3 Control y seguimiento de voltaje:

e En el templado del software de adquisicién (plantilla de trabajo con las
condiciones de adquisicion grabadas) se revisara diariamente si la
solucion estandar (control de estandarizacion) coincide en las
intensidades de fluorescencia media (IFM) de cada canal con los IFM
que se dejaron grabados el dia de la compensacién en la “plantilla
ajuste de voltajes”.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sid.pe e-mail: postmaster@inen sld.pe
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o Positivo débil (-/+), (+d).

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

Anexo N° 01: Panel de screening de 8 colores EUROFLOW para estudio de neoplasia
de celulas plasmaticas (PCD).

Anexo N° 02: Panel complementario para estudio de neoplasia de células plasmaticas
(PCD).

Anexo N° 03: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 64

PANEL DE SCREENING DE 8 QOLORES‘_EUROE‘-LOW PARA ESTUDIOC DE NEOPLASIA DE
CELULAS PLASMATICAS (PCD)

SCREENING PCD )
vas50 PO FITC .| = PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 CD138 | CD45 cp3e | cwse cD27 | CD19 cyKappa | cylambda
5 4 5 . 5 19 5 4 5
Adquirir 500 000 eventos totales si por morfologia se encentraron 20% 6 mds de células plasmaéticas
Adquirir 2 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron menos de 20% de células p|kasméticas

ANEXO N° 2

PANEL COMPLEMENTARIO PARA ESTUDIO DE NEOPLASIA DE CELULAS
PLASMATICAS (PCD)

SCREENING PCD -
V450 PO FITC ) PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
CD138 CD45 CD38 D28 CD19 CD117 cDh81
Tubo 2 : :
5 4 5 20 5 5 5
Adquirir 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron 20% 6 mas de células plasmaticas
Adquirir 2 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron menos de 20% de células plasmaticas

JUDITH VIDAL AYLLON
Jeta de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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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)

Se elabora PNT
segun DA N° 001-
2019-INEN/DICON-
DNCC
“Lineamientos para
la elaboracién de
Documentos
Normativos en el
Instituto Nacionai
de Enferrmedades
Neoplasicas
(Resolucién
Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

. 31/08/2020

M.C. Judith Vidal
Aylion

VIDALAYLLON
Jefa de Cl‘ometn’a de Flujo -
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Nanntacirac

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL DE LEUCEMIA

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de citometria de flujo para enfermedad minima
residual (EMR) de leucemia

IDENTIFICACION DEL CPMS
~ Cbdigo CPMS (MINSA): 88188.01
— Codigo Tarifario INEN: 210313

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Citometria de flujo
para enfermedad minima residual de leucemia 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 seguimiento de leucemias agudas.

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 Patdlogo del Equipo Funcional de Citometria de Fiujo: Se encarga de
supervisar el proceso y emitir los resultados de analisis.

- Biblogo/a, Tecndlogo/a Médico del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: Se
encarga de realizar la recepcién, marcaje, adquisicion y pre-andlisis de la muestra
biologica.

- 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. - La 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 particuia que son
ordenadas para pasar en un mismo sentido a través de un haz de luz laser.

JUDITH|VIDAL AYLLON Anticuerpos. - Son glucoproteinas capaces de reconocer moléculas especificas de
Jefa de Qitometria dimi" " una particula, llamados antigenos. Forman parte del sistema inmune y son sintetizados
it o v teopisios POT Células B de la sangre en su estadio mas maduro. Son utilizadas en el Ambito
clinico tanto en el diagnéstico como en el tratamiento de enfermedades de tipo

infeccioso, inmunolégico y neoplasias: @

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.ingn.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe
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- Anticuerpos monoclonales para Cnto’r’netﬁa de Flujo. - Son anticuerpos producidos
por clones de células B y de mieloma llamados “hibridoma” que se unen al mismo
epitopo de un antigeno proporc1onandc asi datos altamente especificos. B4
- Fluorocromos. - Son productos qu1m|co_s .que_al .ser,esﬂmulados con fotones con
P . longitud de onda comprendida entre determinados rangos (de excitacion) emiten a su
vez otro fotén de longitud de onda, mayor.(de. emisién). El prototipo es la fluoresceina

/ :/\ que al ser estimulada con luz ultrav;oleta ‘{novisible) emite luz de color verde (visible)
1\ ‘\ S aungue existen muchos otros como FICOEFIt : ‘~Aloﬁcocramna V450, V500c, etc. 34
\ <" s\;; yan B

P - Leucemia aguda. - Son neopIaSIas e celulas de tejldO hematopoyético, inmaduras,
' / pudiendo ser de estirpe mieloide o linfoide B 0,T. Las leucemias mieloides y linfoblastica
B se originan en médula 6sea, mientras que la de células T tiene su origen en el timo.
% Estan clasificados en la OMS 2017 dentro de la clasificacién de tumores de tejido
\\ [/‘ o hematopoyético y tejido linfoide ©
\-/ VI. SIGNIFICANCIA CLINICA

IR El estudio de la enfermedad minima residual (EMR), por citometria de flujo, es el método
utilizado para la deteccion de blastos en pacientes morfologicamente en remision

completa. En pacientes con Leucemia Linfobléstica Aguda (LLA), se considera un factor
de riesgo independiente asociado con baja sobrevida libre de eventos (SLE) ®

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipos médico y biomédico:

- Citémetro de Flujo FACS Canio Il ce 8 colores: V450, V500, FITC, PE, Percy
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

- Refrigeradora/ conservadora d,é 4 °C para reactivos en stock. 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 tamafio.

- Cabina de seguridad biolégica'—" Camara de bioseguridad clase |l

- Microscopio binocular

- Timer

- Agitador de tubos o vortex

- Bomba de succién éspiracién (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L)

Equipo Electromecanico:
- Equipo para aire acondicionado t|p0 doméstico de 36000 Btu Tipo Split

Equipo Informatico:

SUBITHVIDAL AYLLON Computadora con monitor LCD de 18.5

Jefa de Cltometria de Flujo . . . R R . L .
CMP 14344 RNE. 14141 Equipo multifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color

Inctituto Nacional de Fnfermedades Neoplasicas

Impresora de codigo de barras termica - -

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.sld.pe
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7.4 Instrumental:

- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm
- Micropipeta de volumen variable 100 ul - 1000 uL

- Micropipeta de volumen variable 10 uL - 100 pL

- Micropipeta de volumen variable 0.5 uL - 10 pL

- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable pasteur de vidrio.

- Contador digital hematologico de células.

- Frasco gotero de vidrio ambar clase A x 100 mL.

- Bomba de succién aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
- Termdmetro ambiental.

- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador.

~ Piseta de polietileno de 250 pL..

- Mortero de porcelana 250 mL con pildn.

- Matraz para bomba al vacio de 3L.

Mobiliario:
- Moédulo de melamina

Moédulo de cémputo (otros)

f

Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media

Taburete giratorio rodante

Insumos y material:

- Guantes de nitrilo descartables

- Lentes protectores de policarbonato

- 1 tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA K2
- Punteras descartables de 1000 uL

- Punteras descartables de 2 uL ~ 200 pL

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

Bioseguridad:
- Alcohol gel x 1 L.

_ CMP 14344 RNE. 14141 - Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

- Bolsa de polietileno 72 Cm x 51 Cm color rojo
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 4.73 L

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.sld.pe
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- 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 quirirgica 3 pliegues

8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:

- Ver anticuerpos, fluorocromos con su respectivo titulo en anexo N° 1, segun
panel correspondiente

b) Soluciones:
- Solucién buffer PBS

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

- Solucion lisante FACS Lysing (diluido 1/10 en agua destilada)
- Solucion tampon buffer para citometria de flujo

- Solucion shutdown

- Solucion de lavado para citometro de flujo FACSCLEAN

IS L
21 s 15 - Solucion para lavado contrad
ioy BURIRAL 5
Az 1O N 1
2 R S/ ~ Agua destilada
\\"‘}f" u-E,)_,m_ ,:,f{\\;\:};
e ,__P =,

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos biomedicos
- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos

/9.2 Servicios plblicos:

%\ - Agua
)( )/‘ W - Luz

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

UDITHVIDAL AYLLON  _ Tl
JJe!a de Gitometria de Flujo Teléfono
CMP 14344 RNE. 14144

watitato Nacionat de Enfermedayes NEDWWESTRA
' 10.1 Obtencion de la muestra:

- Meédula ésea, Sangre periférica: es realizado por el area de trabajo del Equipo
Funcional de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: wwyv.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe
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Departamento de Oncologia Medica y el Servicio de Procedimientos Especiales
del Equipo Funcional de Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de
Oncologia Pediatrica.

- Recepcion de muestras externas (referidos de otras instituciones).

10.2 Sistema biolégico:
- Meédula 6sea, Sangre periférica.

10.3 Recipiente:

6@55 S

'qq./:\ - Tubo con anticoagulante écidq etilendiamin-otetraacético (EDTA) dipotasico (Ka).

H
\/ 10.4 Conservacion y manejo:
- Mantener en lugar libre de humedad y calor.
~ Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C.

~ En lo posible procesar la muestra fresca.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:
111 Entrega de Material:

11.1.1  Semanalmente se entregan tubos con EDTA al personal responsable de
procedimientos del Equipo Funcional Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica 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.

Recepcién y revision de la muestra y verificacion de correspondencia con
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 hemdlisis.

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

Teveant

VIDAL AYLLON

Jefa de Citometria de Flujo

CMP 14344 RNE. 14141

instituto Nacional e Enfermerades 1.3 Trillado de datos del paciente en SISINEN:

11.3.1  Busqueda de resultados de diagndstico del paciente en SISINEN.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMIEDADES NECJ‘LASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postraster@inen.sid.pe
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11.4 Codificacion numérica correiativa de !z orden y muestras. Registro en el
cuaderno de rutina: '

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

11.4.2 Rotular con el codigo internt al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumén indeleble.

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

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

11.6 Coloracion y formulaciéon de la lamina con frotis de muestra para orientacion
de panel de marcaje:

11.6.1  Colorear la muestra, previamente rotulada con lapiz para marcar vidrio con
el numero correspondiente de citometria y las iniciales del nombre del
paciente.

1162 Lectura de la lamina coloreada con wright para obtener la formula
diferencial, que servira para orientar la eleccion de los paneles de marcaje.

11.7 Revision de Historia Clinica:

11.7.1 BuUsqueda de datos clinicos y examenes auxiliares del paciente en
SISINEN y/o Historia clinica.

11.8 Recuento de la celularidad de Ia muestra:

Segun instructivo de recuento celular aprobado por el area.

11.9 Preparacion de panel de marcaje de enfermedad minima residual:

(Ver anexo N° 1).

11.10 Preparacion del material para marcaje de la muestra:

11.10.1 El personal Bidlogo/a, Tecnélogo/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).

A1.11 Marcaje de la muestra con anticuerpos de superficie columnares:

11.11.1 Preparar en un solo tubo de citometria la combinacion de anticuerpos
columnares del panel (si lo tuviera), mezclando en partes proporcionales a
lo indicado en el panel, cada anticuerpo: multiplicando el volumen del titule

N -
........................

" JUDITH VIDAL AJIhL?oN‘ del anticuerpo por el nimero de tubos que llevara dicho anticuerpo y
fa de'Citometria de Flu 3 .
Jecawuae 14344 RNE. 14141 colgcar el volumen final al fondo del tubo donde se preparara la mezcla de
tnstituto Nacional de Entermedades Neoplasicas anticuerpos columnares.

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@ipen.sid.pe
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11.12 Marcaje e incubacién de la muestra con anticuerpos no columnares:

11.12.1" En el tubo rotulado con el ntmero de citometria de flujo correspondiente,
- colocar el volumen adecuado de marcadores dirigidos contra los antigenos
de superficie celular que se busque identificar.

11.12.2 Afiadir el volumen adecuado de muestra, para la adquisicién de 2 500 000
eventos totales (segln recuento celular).

11.12.3 Si es necesario, utilice PBS +BSA al 0 2% + NaN3 al 0,09% para alcanzar
un volumen final de 100 pub por tubo de reaccién.

11.12.4 Mezclar bien e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente
protegido.de la luz.

11.13 Lisis y centrifugacion para eliminar hematies:

11.13.1 Afadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H20d).

11.13.2 Mezclar bien.
11.13.3 Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

11.14 Lavar ia muestra:
11.14.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.14.2 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.

11.14.3 Afadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.14.4 Mezclar bien.
11.14.5 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.14.6 Descarte el sobrenadante usando una pipeta pasteur o un sistema de
vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 pL de
volurmen residual en cada tubo.

11.15 Reconstituir para la adquisicién:
11.15.1 _Resuspender el sedimsnto celular en-200ul de PBS + BSA al 0,2%.

1.16 Adquisicion de la muestra en el citémetro de fiujo:

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

11.16.2  Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citometro (SIMy
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA scoftware) y grabar los datos para formar el archivo con

Jefa de Citometria de Fiujo
CMP 14344 RNE. 14141 un minimo de 2 miliones de eventos viables.

etiutoNacionalde Enfernecsdes Neolésicas 14 16,3 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.

SNSTITUTO NACIOE’@.@L 5& LNrERMEDADES NEOPLASICAS '
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11.17 Analisis y Elaboracion de! pre-informe:

11.17.1 El personal administrativo elebora fas plantillas en el programa power point
de office y lo archiva en la carpeta especifica, segln el mes y afo en curso
(Tubos 2020/agosto, por ejemplo), para la elaboracion del pre-informe, a
cargo del personal Bidlogo/a, Tecndlogo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el pragrama irdinicyt.

11.17.2 Elinforme del resuitacio es cuaiitativo..

11.17.3 Los resultados obtenicdos después de la adquisicion seran evaluados por
personal capacitado usando el zoftware INFINICYT.

11.17.4 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point - ppt.

11.17.5 Los resultados escritos 2n 2l power point se transcribe al sistema
informatico del INEN por ¢l personal responsable para la visualizacion de
este por parte del médico iratanie.

11.18 Analisis y Elaboracion del inlorme final:

11.18.1 El analisis se reaiiza utilizando €l programa Infinicyt, a cargo del medico
patélogo encargado, guien revisz el pre-informe, verifica, modifica y
autoriza el registro del informe final en SISINEN.

11.19 Registro de informe en SISINERM.

11.19.1 El ingreso de los dawos del informe final se lleva 2 cabo por el personal
administrativo, utilizando usuario v contrasefia respectiva del SISINEN.

11.20 Validacion e impresion de informe: -

11.20.1 A cargo de! personal médico patdiogo encargado. Requiere de usuario y
contrasefia propios en SISINEN.

11.20.2 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.

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

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

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

_____________ 11.21.1 Los informes validados pueden ser visualizados por personal autorizado a

ml:AYLLQN. oS O aer
Jefad Citometria de Fiujo
4344 RNE. 14141

cMmP .
i ional de Enfermedades Neoplasicas . o .
e 11.22 Registro de estadisticas por tipo de caso:

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

INSTITUTO NACIONAL D ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.23 Mantenimiento:
Mantenimiento'diarib: ‘

Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de tubos para
evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs. Adicionalmente se utilizara
una solucion estandar con targets conocidos parala calibracion de los equipos.

11.23.1  Lavado de equipo: .

¢ Diariamente, al iniciar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citémetro y se
procedera con el encendido electronico del citémetro de flujo con la
funcién “Start up”. s

e Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

11.23.2 Calibracién de equipo:

e Para este paso se requiere adquirir en el citbmetro una suspension de
perlas con valores estandar de Intensidad de fluorescencia media.

o Los targets de las perlas de cada canal estableceran en el equipo los
reajustes de voltajes (delta o diferencial de PMT) y otros valores que
impactaran de manera positiva en las adquisiciones de cada
experimento en el citdmetro y tiene validez por 24 horas, transcurrido
este tiempo caducara y debera repetirse la calibracion.

11.23.3 Controly sequimie‘nto de voltgje:

e En el templado del software de adquisicion (plantilla de trabajo con las
condiciones de adquisicién grabadas) se revisara diariamente si la
solucion estandar (control de estandarizacién) coincide en las
intensidades de fluorescencia media (IFM) de cada canal con los IFM
que se dejaron grabados el dia de la compensacion en la “plantilla
ajuste de voltajes”.

11.23.4 Lavado final diaric para mantenimiento de equipo:

e Diariamente, al terminar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citémetro y se
procedera con el apagado electrénico del citometro de flujo con la
funcion “shutdown”

» Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

Mantenimiento semanal:

Jefa dd Citometria de Fiujo - Se realiza una vez por semana para liberar de impurezas y sedimentos de sales a

CMP 14344 RNE. 14141 las tubuladuras, jeringa de inyeccion y celda de flujo del citometro.
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas ’

11.23.5 Lavado profundo del equipo (Long clean)

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

» Consiste en los pasos de lavados realizados 1 vez por semana para
hacer limpieza profunda de ceida, tubuladuras y jeringa de inyeccion de
muestras. '

11.24 Compensacion:

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.

11.24.1 Establecer linea de base:

e Requiere Soluciones estandar (reactivo citometer setup and traking)
para establecer las condiciones dptimas del equipo, en cuanto a las
ganancias de luz de emision en cada cana! de deteccion.

11.24.2 Ajuste de voltajes:

e Requiere de la adauisicion de una suspension de perlas con valores de
IFM estandar para establecer los valores de voltajes en cada canal
para obtener el punto Optimo de deteccién en cada PMT (mejor
ganancia de luz de emision de los fluorocromos).

11.24.3 Calculo de compensacion:

o FEstablecer las restas de compensacion en las combinaciones de los 8
canales para evitar ei solapamiento del espectro luminoso de la luz de
emisién de los fluorocromes, asegurando la lectura apropiada de cada
longitud de ondz en el canai correspondiente.

RESULTADOS ANALITICOS
12.1 El informe del resuitado 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 poblacién 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 (++); (+++)

.....

ria de Flujo °
- CMf’ 14344 RNE. 14141’
nstituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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. XIV. ANEXOS

N\ — Anexo N° 01: Panel de anticuerpos para EMR de leucemia aguda.

- Anexo N° 02: Control de cambios y mejoras.

Jefa de Citometria de Flujo *
] CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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ANEXO N° 01

PANEL DE ANTICUE‘RPO‘S PARA EMR DE LEUCEMIA AGUDA

EMR LLA-B
V450 V500 FITC - PE !F’ERCF Cy5.5| PE-Cy7 . APC APC-H7
Tubo 1 CD20 cD4s CD8L | CD123/CDE6e|  CD34 D19 D10 CD38
1 5 5 -y s5/5 - ' 7 5 5 3
5¢/u

<20% blastos en ldmina, adqumr 2000000 eventos =
Enlos casos CD66c/CD123 negativos marcar con CD73, C[)304
Recaida adquirir 500 000 eventos.

EMR LPA o

V450 V450 FITC PE PERCP Cy5.5{ PE-Cy7 APC AF 750

Tubo 1 HLADR CD45 ’ CcDi1s cDa2 cD34 cD117 CyMPCG CD11b
3 5 10 7 7 : 5 3 5

Adquirir 2 500 000 eventos totales

(EMR LMA
Y V450 PO FITC PE PERCP Cy5.5] PE-Cy7 APC APC-H7
HLADR CD45 CcDl6 CD13 CD34 cD117 CD11b CD10
Tubo1 3 4 5 7 7 5 5 S
Tubo2 HLADR CD45 CD35 CD64 CD34 CD117 CD33 CD38
3 4 10 ' 5 7 5 5 3
HLADR CD45 CD15 " CD56 D34 CcD117 CcD7 CD19
Tubo 3 k o _
3 4 10 5 7 5 3 5
Adquirir 2500000 eventos fotales | |

EMRLLAT ,
V450 V500 - “FITC PE  IPERCP Cy5.5| PE-Cy7 " APC APC-H7
cyCD3 CD45 nuTdT CD99 ‘CDS CD19 CD1a smCD3
Tubo 1 ‘ -
7 5 10 5 0 | 5. 10 3
cyCD3 CD45 cD2 CD56 CD4 CcD8 CcD7 smCD3
7 5 5 5 7 5 2 3

Adquirir 2 500 000 eventos totales
| |Tubo 2 es opcional, marcar después de revisar tubo 1.
1En caso de recaida (mas de 20% de blastos) sélo marcar el primer tubo
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA (DEBUT)

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de citometria de flujo para diagndstico de leucemia
(DEBUT)

IDENTIFICACION DEL CPMS
— Codigo CPMS (MINSA): 88204.01
— Codigo Tarifario INEN: 210301

ALCANCE

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

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:

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

- Biblogo/a, Tecnologo/a Médico del Equipo Funcional de Citometria de Flujo: Se
encarga de realizar la recepcion, marcaje, adquisicién 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. - La citometria de flujo es una técnica que analiza simultaneamente
y en corto tiempo, mdltiples 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
mlltiples 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,

- 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

. ON —clinico tanto en el diagndstico- como. en el tratamiento de enfermedades de tipo

Jefa de Citometria de Fiujo : ; ; £ ' ias (2): .

CMP 14344 RNE. 14141 infeccioso, inmunoldgico y neoplasias.®:.
tituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas .

Anticuerpos monoclonales "p’afai Citomettia de Flujo. - Son anticuerpos producidos
por clones de células B y de mieloma llamados “hibridoma” gue se unen al mismo
epitopo de un antigeno proporcionando asi datos altamente especificos. 34
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- Fluorocromos. - Son productos qwmloes que al ser estimulados con fotones con
longitud de onda comprendida entre determmados rangos (de excitacién) emiten a su
vez otro foton de longitud de enda 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 Flcoentnna Aloficocianina, V450, V500c, etc. ¢4

- Leucemia aguda. - Son neopla‘si‘as 'd’e células’de tejido hematopoyético, inmaduras,

pudlendo ser de estirpe mieloide o linfoide B. .0 T. Las leucemias mieloides y linfoblastica

T B se originan en médula ésea, mientras que la-de células T tiene su origen en el timo.

o Estan clasificados en la OMS 2017 dentro de la clasaﬂcacaon de tumores de tejido
hematopoyético y tejido linfoide ©)

SIGNIFICANCIA CLINICA

El diagnostico por citometria de flujo en pacientes con leucemia aguda tiene tres
aplicaciones principales: establecer la categoria diagnostica de la enfermedad,
clasificacion pronostica y efectividad del tratamiento. Desde hace aproximadamente dos
décadas el inmunofenotipo por citometria de flujo multiparamétrica ha sido la tecnica de
eleccion para el diagnéstico de leucemias, debido a que cumple con los requerimientos
para ello: es técnica rapida, de amplia aplicabilidad en el diagnéstico y durante el
seguimiento y enfoque preciso en la poblacion de células malignas utilizando proteinas
unidas a la membrana e intracelulares como objetivos. ©)

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipos médico y biomédico: °

- Citémetro de Fiujo FACS Canto !} de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, Percy
Cy5.5, PE Cy7, APC y APC-H7

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

- Refrigeradora eléctrica 4 °C para reactivos en uso

- Centrifuga de mesa con buckets parartubos de diferente tamafio

- Cabina de seguridad biologica - Camara de bioseguridad clase ||

- Microscopio binocular |

- Timer

- Agitador de tubos o vortex

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

Equipo Electromecanico:
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 36000 Btu Tipo Split

Equipo Informatico:

- Computadora con monitor LCD de 18.5

“JURITH VIDAL AYLLON - Equipo multifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color
Jefa de Citometria de Fiujo o '
CMP 14344 RNE. 14141 - Impresora de codigo de barras térmica .

Instituto Naciona! de Enfermedades Neopldsicas
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7.4 Instrumental:
- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm
- Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 uL
- Micropipeta de volumen variable 10 L - 100 L
- Micropipeta de volumen variable 0.5 L - 10 uL
- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable pasteur de vidrio.
- Contador digital hematoldgico de células.
- Frasco gotero de vidrio ambar clase A x 100 mL.
- Bomba de succion aspiracion (con matraz Erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
- Termémetro ambiental. '
- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador.
- Piseta de polietileno de 250 L.
- Mortero de porcelana 250 mL con pilon.
- Matraz para bomba al vacio de 3L.

7.5 Mobiliario:
- Maddulo de melanina.
- Modulo de cémputo (otros).
- Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media.

- Taburete giratorio rodante.

Viil. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Guantes de nitrilo descartables.
- Lentes protectores de policarbonato.

- 1 tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTAkz
- Punteras descartables de 1000 uL
- Punteras descartables de 2 yl. — 200 uL

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

Bioseguridad:

- Alcoholgel x1 L

~ 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

14344 RNE. 14141 . ,
|n5mutoCN':c'i:;nal de Enfermedades Neaplasicas — 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 quirlurgica 3 pliegues

8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:

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

b) Soluciones:
- Solucién buffer PBS

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

- Solucion lisante FACS Lysing (diluido 1/10 en agua destilada)
- Solucion tampon buffer para citometria de flujo

- Solucién shutdown

- Solucion de lavado para citometro de flujc FACSCLEAN

- Solucién para lavado contrad

- Agua destilada

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:

- Meédula 6sea: es realizado por el area de trabajo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del

<_ __________________________ Departamento de Oncologia Médica y el Servicio de Procedimientos Especiales
JUDITH VIDAL AYLLON del Equipo Funcional de Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de
Jefa'de Citometria de Flujo Oncologia Pediatrica.

CMP 14344 RNE. 14141

Instulo Nacional de Enfesmedides Neoplisics — _ Sangre periférica: es realizado por el area de trabajo Toma de Muestra del

Equipo Funcional de Patologia Clinica.

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

- Meédula 6sea, Sangre periférica.

10.3 Recipiente:

111

Jefa de Citometria de Flujo ’

CMP 14344 RNE. 14141

fistituto Nack

i de Enf

- Tubo con anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA) dipotasico (Ka).

10.4 Conservacion y manejo:

- Mantener en lugar libre de humedad y calor.
- Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C.
~- En lo posible procesar la muestra fresca.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Para la realizacién de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:

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 vy
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 y los
formatos de solicitud de pruebas y de recoleccién de datos.

Recepcion de la muestra:
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 codgulos ni hemdlisis.

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

Registro de la muestra:

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

11.3.2  Rotular con el cédigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumoén indeleble.

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

Trillado de datos del paciente en SISINEN:
11.4.1  Busqueda de resultados de diagnéstico del paciente en SISINEN.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.5 Revision de Historia Clinica:

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

11.6 Coloracion y lectura del frotis de muestra Orientacion de Panel de Marcaje:
11.6.1  Colorear la muestra, previamente rotulada con lapiz de para marcar vidrio
con el numero correspondiente de citometria y las iniciales del nombre del
paciente. _
11.6.2 Lectura de la lamina coloreada con Wright para obtener la formula
diferencial, que servira para orientar la eleccién de los paneles de marcaje.
11.7

Recuento de la celularidad de la muestra:

11.7.1  Se realiza segun instructivo de recuento celular aprobado por el area.

11.8 Preparacion del panel de Screening:

11.8.1  Ver Anexo N° 1 para el panel de marcaje que corresponda.

11.9 Preparacion del material para marcaje de la muestra:

11.9.1 El personal Biologo/a, Tecnélogo/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).

11.10 Procesamiento del tubo orientador de leucemias agudas (ALOT):

11.10.1 Preparar en un solo tubo de citometria la combinacion de anticuerpos de

screening del panel ALOT, colocando cada anticuerpo en volumen
apropiado, segun el titulo indicado en el panel (ver anexo N°1).

11.11 Lavado de la muestra:

11.11.1  Afadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% a la muestra.

11.11.2 Mezclar bien.
11.11.3

11.11.4

Centrifugar durante 5 min a 540 g.

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.

11.12 Fijar la muestra:

11.12.1 Colocar 100 pL de solucion fijadora del kit de permeabilizacion (Solucion
...................... A).

Jefa de\Citometria de Flujo ~ 11.12.2
CMP 14344 RNE. 14141

Instituto Nactonal de Enfermedades Neoplasicas

Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
11.13 Lavar la muestra:

11.13.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular

N3
sopaS?)
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CMP 14344 RNE. 14141

Jefa de Cltometria de Fiujo -

11.13.2 Mezclar bien.
11.13.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.13.4 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.

11.13.5 Reconstituir suavemente el pellet.

11.14 Permeabilizar la muestra:

11.14.1 Colocar 100 de solucién permeabilizarte (solucion B) y mezclar con la
muestra por 10 segundos.

11.14.2 La solucidén B contiene también solucion lisante para eliminar a los
hematies.

11.15 Marcaje con anticuerpos intracitoplasmaticos:

11.15.1 Agregar el volumen apropiado de anticuerpos dirigidos contra los
marcadores de citoplasma que contiene el panel (CyCD3, CYCD79a,
CyMPO).

11.16 Centrifugado y lavado para eliminar solucion permeabilizante:
11.16.1  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.16.2 Mezclar bien.
11.16.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.16.4 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.

11.16.5 Repetir los pasos 11.16.1 al 11.16.4 una vez mas.

11.17 Reconstituir para la adquisicion: _
11.17.1 Resuspender el sedimento celular en 200 uL de PBS + BSA al 0,2%.

11.18 Adquisicion de la muestra en el citémetro de flujo:

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

11.18.2  Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citémetro (SIMy
programar la adquisicion en el "Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos 6 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltracién de menos de 20% de blastos.

Intitsto Nacionalde Enfermedades Neoplasicss ~ 11.18.3  Durante la adquisicion de las se evalta el marcaje adecuado, observando

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

11.18.4  Analisis de ALOT y elaboracion del panel complementario diagnéstico:
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11.18.5 El Informe del resultado es cualitativo.

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

11.18.7 Elegir el panel complementario correspondiente, segun los hallazgos
encontrados en el tubo de screening con la linea hematoldgica que
caracterice a la poblacién inmadura patologica.

11.18.8 Ver en anexo N° 2 los paneles complementarios para marcaje.

11.19 Marcaje del panel complementario de leucemia aguda:
11.19.1 Se procedera al marcaje del panel complementario.

11.20 Preparacién del material para marcaje del panel complementario:

11.20.1 El personal Bitlogo/a, Tecnélogo/a Médico a cargo debe prever el material
que requiera para el marcaje del panel complementario (tubos, punteras,
pipetas, reactivos, soluciones de trabajo y buffer de lavado y adquisicion).

11.21 Procesamiento de tubos con marcaje de antigenos de superficie:

11.21.1 En esta seccién se indica el marcaje de la muestra con los anticuerpos
dirigidos solo antigenos de superficie.

11.22 Marcaje de muestra con antigenos de superficie:

11.22.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos, en los tubos a los que les
corresponde solo marcadores de superficie, segiun el panel

R complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de citometria rotulados con

/“‘mn el numero de tubo segun indique el panel complementario con la
\ combinacion de anticuerpos superficie.

i

o)
7

\\wl&'ﬁﬁ/ 11.23 Incubacion de la Muestra con Lisante de Hematies Registro en SISINEN:

:“J’w P Sl
SEgPESS

” 11.23.1 Afadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol en agua destilada (H20d).

11.23.2 Mezclar bien.
11.23.3 Incubar durante 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

11.24 Lavar la Muestra:
11.24.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.24.2 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.

)K JUDITH VIBAL AYLLQN.’H.24.3 Reconstituir suavemente el pellet
Jefa de Cltometria de Fluio 41 24.4  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
1.24.5 Mezclar bien.

Instituto Nacional de Enfermedades Neootésinagl
11.24.6 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.24.7 Descarte el sobrenadante usando una pipeta pasteur o un sistema de
vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 L de
volumen residual en cada tubo.

11.25 Reconstitucion para la adquisicion:

11.25.1 Reconstituir suavemente el pellet y agregar luego aproximadamente
250uL de solucion de adquisicion (PBS).

11.26 Adquisicion de la Muestra en el Citémetro de Flujo:

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

11.26.2 Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citometro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos ¢ 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltraciéon de menos de 20% de blastos.

11.27 Procesamiento del Tubos con marcaje de antigenos de citoplasma o niicleo:

11.27.1 En esta seccion se indica el marcaje de la muestra con los anticuerpos
dirigidos solo antigenos de citoplasma o ntcleo.

11.28 Marcaje de la Muestra con Anticuerpos de Superficie:

11.28.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos en Ios tubos a los que les
corresponde marcaje combinado de marcadores de superficie, citoplasma
y nucleo, segun el panel complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de
citometria rotulados con el nimero de tubo segin indique el panel
complementario. Colocar la combinacién indicada de anticuerpos contra
antigenos de superficie y el volumen de muestra obtenido en el recuento
de celularidad.

11.28.2 Incubar por 20 minutos en oscuridad y temperatura ambiente.

11.29 Lavado de la Muestra:

11.29.1  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.29.2 Mezclar bien.

11.29.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.29.4 Descarte el sobrenadante usando una pipeta pasteur o un sistema de
Y , vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 pL de
AR volumen residual en cada tubo.

""" TH VIDAL AYLLON
J‘lf:a%‘de\citomelria de Flujo

NE. 14141 L
-mu:ocw 1?(13;:‘:5 saesNeopissicdl 1.30 Fijacion de la muestra:

11.30.1  Colocar 100 uL de solucién fijadora del kit de permeabilizacion (Solucion
A) y mezclar bien.

11.30.2  Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

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.sld.pe
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11.31 Lavar de la muestra:
11.31.1 Afradir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.31.2 Mezclar bien.
11.31.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

T 11.31.4 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.

11.31.5 Reconstituir suavemente el pellet.

11.32 Permeacion y lisis de la muestra:

11.32.1 Colocar 100 de solucién permeabilizante (solucién B) y mezclar con la
muestra por 10 segundos.

11.32.2 La solucién B contiene también solucién lisante para eliminar a los
hematies.

11.33 Marcaje de la muestra con anticuerpos intracitoplasmaticos:

11.33.1 Agregar el volumen apropiado de anticuerpos dirigidos contra los
marcadores de citoplasma que contiene el panel (CyCD3, CYCD79a,
CyMPO).

11.34 Centrifugado y lavado para eliminar solucién permeabilizante:
11.34.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.34.2 Mezclar bien.
11.34.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.34.4 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.

11.35 Lavado de muestra:
11.35.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.35.2 Mezclar bien.
11.35.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

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

SUBITH VIDAL AYLLB‘Q:?’S Reconstitucion para la adquisicion:

Jefa de'Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141 11.36.1
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Resuspender el sedimento celular en 200 L de PBS + BSA al 0,2%.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.37 Adquisicién de la muestra en el citémetro de flujo:

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

11.37.2  Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citémetro (SIM y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos 6 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltracion de menos de 20% de blastos.

11.38 Analisis y Elaboracién del pre-informe:

11.38.1 El personal administrativo elabora las plantillas en el programa power point
de office y lo archiva en la carpeta especifica, segtn el mes y afio en curso
(Tubos 2020/agosto, por ejemplo), para la elaboracién del pre-informe, a
cargo del personal Biologo/a, Tecnologo/a Médico a cargo. El analisis se
realiza utilizando el programa Infinicyt.

11.38.2 E! informe del resultado es cualitativo.

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

11.38.4 Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point - ppt.

11.38.5 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.

11.39 Andlisis y Elaboracién del informe final:
11.38.1 El andlisis se realiza utilizando el programa Infinicyt, a cargo del médico

i2 patélogo encargado, quien revisa el pre-informe, verifica, modifica y
(=)

autoriza el registro del informe final en SISINEN.

i
]
)

&

11.40 Registro de informe en SISINEN:

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

11.41 Validacion e impresién de informe:

S\ R ; 11.41.1 A cargo del personal médico patélogo encargado. Requiere de usuario y
p contrasefia propios en SISINEN.

11.41.2 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.

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

evsnv
.....................

Jefa de Cit . ., . .
CMP ’43454,'2,?;;;;:;3 isics 11.41.4 En el sistema SISINEN también se puede validar o corregir resultados
" g | .
Instituto Naciona! de Ente discordantes.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.42 Entrega de informe y firma del paciente en el cuaderno de cargo:

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

11.43 Registro de estadisticas por tipo de caso:

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

11.44 Mantenimiento:
Mantenimiento diario:

Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de tubos para
evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs. Adicionaimente se utilizara
una solucién estandar con targets conocidos para la calibracion de los equipos.

11.44.1 Lavado de equipo:

e Diariamente, al iniciar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citometro y se
procedera con el encendido eiectrénico del citometro de flujo con la
funcién “Start up”.

e Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

11.44.2 Calibracion de equipo:

o Para este paso se requiere adquirir en el citdmetro una suspension de
perlas con valores estandar de Intensidad de fluorescencia media.

o Los targets de las perlas de cada canal estableceran en el equipo los
reajustes de voltajes (delta o diferencial de PMT) y otros valores que
impactaran de manera positva en las adquisiciones de cada
experimento en el citometro y tiene validez por 24 horas, transcurrido
este tiempo caducara y debera repetirse la calibracion.

11.44.3 Control y sequimiento de voltaje:

e En el templado del software de adquisicion (plantilla de trabajo con las
condiciones de adquisicion grabadas) se revisard diariamente si la
solucion estandar (control de estandarizacién) coincide en las
intensidades de fluorescencia media (IFM) de cada canal con los IFM
que se dejaron grabados el dia de la compensacion en la “plantilla
ajuste de voltajes”.

11.44.4 Lavado final diario para mantenimiento de equipo:

JUDIT VIDAL AYLL
Jefa de Citometria de FIU%N'

e Diariamente, al terminar la jornada de trabajo, se procedera con el

‘ CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Entermedades Neoplasicas

d‘Q;.

encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citdmetro y se
procedera con el apagado electronico del citdmetro de flujo con la
funcién “shutdown”

e Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

amnalivida,

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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Mantenimiento semanal

Se realiza una vez por semana para liberar de impurezas y sedimentos de sales a
las tubuladuras, jeringa de inyeccion y celda de flujo del citometro.

11.44.5 Lavado profundo del equipo (Long clean):

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

11.45 Compensacion:

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.

11.45.1 Establecer linea de base:

* Requiere Soluciones estandar (reactivo Citometer Setup and Traking)
para establecer las condiciones 6ptimas del equipo, en cuanto a las
ganancias de luz de emisién en cada canal de deteccion.

11.45.2 Ajuste de voltajes:

¢ Requiere de ia adquisicion de una suspension de perlas con valores de
IFM estandar para establecer los valores de voltajes en cada canal
para obtener el punto optimo de deteccion en cada PMT (mejor
ganancia de luz de emision de los fluorocromos).

11.45.3 Calculo de compensacion:

e Establecer las restas de compensacioén en las combinaciones de los 8
canales para evitar el solapamiento del espectro luminoso de la luz de
emision de los fluorocromos, asegurando la lectura apropiada de cada

7 longitud de onda en el canal correspondiente.

RESULTADOS ANALITICOS
.1 Elinforme del resultado es cualitativo.

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

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

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:

JUDITH VIDAL AYLLON

Jefa de Cltometria de Flujo o Positivo débil (-/+), (+d)
CMP 14344 RNE. 14141 N . N
Insttuto Nacional de Enfermedades Neaplisicas o Positivo intenso (++); (+++)

"INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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\ /xxv ANEXOS
~ .‘,\.v,,}f . - Anexo N° 01: Panel de anticuerpos para screening de leucemias agudas.

- Anexo N° 02: Panel complementarics de anticuerpcs para el estudio de diagndstico de
leucemias agudas.

- Anexo N° 03: Control de cambios y mejoras.

“JUDITH %IDAL AYLLON
Jefa de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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ANEXO N° 01

PANEL DE ANTICUERPOS PARA SCREENING DE LEUCEMIAS AGUDAS.

TUBO SCREENING LEUCEMIA AGUDA (ALOT)

V450 PO FITC PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
TUBO | oycp3 | D45 cyMPO |  CD79a cp34 | cp19 | o7 smCD3
VOL Rvo 7 5 ) 5 ) 5 7 5 2 3

Adquirir 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron 20% 6 mds de blastos
Adgquirir 2 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron menos de 20% de blastos

ANEXO N° 02

PANELES COMPLEMENTARIOS DE ANTICUERPOS PARA EL ESTUDIO DE
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIAS AGUDAS.

'COMPLEMENTARIO LLA-B__

V450 PO FITC PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H?7
Tubo1 CD20 | CD4s  [cDI5/CDwéy CDG6c | CD34 | CD19 | cp10 | D3
1 5 5 5 7 5 5 3
2 C 1 D81
| rubo 2 09 | coas | oyigw | cowzs [ | co19 | smigm | cost
Frg] 5 5 10 5 5 10 5
B CD45 nuTdT NG2 _ €D19 _ cD24
5 5 10 5 5

Adquirir 500 000 eventos totales o
Adqumr 2500 000 eventos totales si por morfolog|a se encontraron menos de 20% de blastos

Siel estad:o es sIgM+ complementar con el tubo 3c

V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
TUBO 3C smKappa CD45 nuTdT = Cb19 CcD22 smblambda
Vol Rvo 5 5 10 5 Sul 5
COMPLEMENTARIO LPA

'Adquirir: 100000 eventos

V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy? APC APC-H7
~ HLADR cD45 Cb1s ~ CD13 CD34 CD117 CD11b cD38
3 5 10 7 - 10 5 5 3
HLADR ~ CD45 ~ CD15 (D56 €D117 | (D33
3 5 10 5 5 10

 HLADR CD45 cD2 CD203c | - cp117
3 5 5 10 5

JUDITH VIDAL AYLLON
Jefa de Citometria de Flujo -
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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/COMPLEMENTARIO LMA M0, M1, MZ,‘ M4, M5 -
-Adquirir: 100 000 eventos '

V450 V500¢ FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 | APC APC-H7
Tubo 1 HLADR CD45 CD16 CcD13 CD34 © CD117 CD11b CD10
3 5 .10 7 10 5 5 5
Tubo 2 HLADR | D45 CD35 CDe4 cp34 CD117 IREM2 CD14
3 5 5 10 10 5 5 5
HLADR CD45 CD15 CD56 CD34 CD117 CD33 CD38
Tubo 3
3 5 10 | 5 10 5 10 3
Tubo4 €Das _ - CD25 cD117 _
5 10 5

Nota: De no llegar a conclusién diagnéstica se debera ampliar tubo a tubo con los paneles descritos en ampliaciones M6, M7...
Se marcara el tubo 4 cuando se observe 20,09% de mastocitos {Adquirir 500 000 eventos viables)

AMPLIACIONES CASOS M6, M7, BASOFILICAS, DENDRITICAS, MIXTA.
Adgquirir: 500000 eventos viables

V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7

Tubo 1 HLADR CD4s CD36 CD105 cD34 CcDh117 CD33 CD71
ERITROIDE 3 5 5 5 10 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD45s TdT NG2 (D34 CDi1l7 | CD22
LA MIXTA 3 5 10 10 10 5 5
Tubo 3 HLADR CcD4s CD42a/CD61 CD203c CD34 cD117 CD123 cb4
CDP/MK/MASTO

JBASO 3 5 3/4 10 10 5 5 5
Tubo 4 HLADR cD45 CD41 CD25 D34 D117 CD42b CcDS

MK/MASTO/
BASO 3 5 5 10 10 5 3 10

IPuede marcarse los paneles por partes hasta llegar al diagndstico

J,;g@‘,fl FER
1S
if{ ‘ ~/AdquirirZSOOOOOeventos viables
Y5
\‘\?%;,;/ LS '
\\/: pE e V450 V500¢ FITC - PE .- | PERCPCy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
"""""" Tubo 1 HLADR D45 D16 ) D34 cp117 | cpilb D10
3 5 10 7 10 5 5 10
ubo2 HLADR D45 D35 CD64 cp34 D117 IREM2 cp14
3 5 5 5 10 5 5 5
Tubo 3 HLADR Cb4s CD36 CD105 CD34 CD117 CcD33 cD71
3 5 5 10 10 5 10 2
W 4 HLADR CDas CD15 CD56 CD34 CcD117 D7 CD38
3 5 10 5 10 5 2 3

Jefa de Citometria de Flujo *
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas
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ANEXO N° 03

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

DESCRIPCION DE
LA
MODIFICACION Y
MEJORA

FECHA DE
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

VERSION PAGINA

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

Se elabora PNT
segin DA N° 001-
2019-INEN/DICON-
DNCC
“Lineamientos para
la elaboraciéon de
1-17 Doaumentos 31/08/2020
Normativos en el »

Instituto Nacional
de Enfermedades
Neopiasicas
(Resolucion
Jefatural N° 276- -
2019-J/INEN;.

M.C. Judith Vidal
Ayllén

Jefa de g:ltometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141 »
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CITOMETRIA PARA LEUCEMIA

l. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de citometria de flujo para leucemia.

El

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88204
Caédigo Tarifario INEN: 210301

ALCANCE

presente documento normativo se emplea para el procedimiento de citometria para

leucemia 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 seguimiento de leucemias agudas.

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

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.

V. DEFINICION DE TERMINOS

JUDITH VIDAL AYLLQN.
Jeta de Citometria de Flujo—
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Citometria de flujo: La 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. (V

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

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

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- 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 fotén 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. @4

- Leucemia aguda: Son neoplasias de células de tejido hematopoyético, inmaduras,
pudiendo ser de estirpe mieloide o linfoide B o T. Las leucemias mieloides y linfoblastica
B se origina en médula 6sea, mientras :que la de células T tiene su origen en el timo.
Estan clasificados en la OMS 2017 dentro de la clasificacion de tumores de tejido
hematopoyético y tejido linfoide & :

SIGNIFICANCIA CLINICA

El diagnéstico por citometria de flujo en pacientes con leucemia aguda tiene ftres

aplicaciones principales: establecer la categoria diagnéstica de la enfermedad,

clasificacion pronostica y efectividad del tratamiento. Desde hace aproximadamente dos

décadas el inmunofenotipo por citometria de flujo multiparamétrica ha sido la tecnica de

eleccion para el diagnoéstico de leucemias, debido a que cumple con los requerimientos

para ello. es técnica rapida, de amplia aplicabilidad en el diagnostico y durante el

seguimiento y enfoque preciso en la poblacion de células malignas utilizando proteinas
unidas a la membrana e intracelulares como objetivos. ©)

EQUIPAMIENTO
7.1 Equipos médico y biomédico:

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

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

- Cabina de seguridad biolégica-Camara de bioseguridad clase 1.

- Microscopio binocular

- Timer

- Agitador de tubos o vortex

- Bomba de succién aspiracion (con matraz erlenmeyer de vidrio graduado 1L)

Equipo Electromecanico:

- Equipo para aire acondicionado tipo dorhéstico de 36000 Btu Tipo Split

Equipo Informatico:

Computadora con monitor LCD de 18.5

- Equipo muitifuncional copiadora impresora scanner de inyeccion a tinta color

Jefa de Citometria de Fiujo ~

_ CMP 14344 RNE.14141  _ Impresora de cddigo de barras térmica
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

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

Pagina 2 de 17




PNT.DNCC. INEN.141. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CITOMETRIA PARA LEUCEMIA V.01

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

7.4 Instrumental:

- Gradillas de polipropileno para 90 tubos de 13 x 100 mm
- Micropipeta de volumen variable 100 uL - 1000 uL

- Micropipeta de volumen variable 10 yL - 100 uL

- Micropipeta de volumen variable 0.5 pL - 10 pL

- Porta pipeta de polipropileno tipo carrusel para 7 pipetas
- Pipeta descartable pasteur de vidrio.

- Contador digital hematologico de células.

~ Frasco gotero de vidrio ambar clase A x 100 mL.

- Bomba de succion aspiracion (con matraz erlenmeyer de vidrio graduado 1L).
- Termoémetro ambiental.

- Frasco de vidrio graduado 1L con dispensador.

- Piseta de polietileno de 250 L.

- Mortero de porcelana 250 mL con pildn.

- Matraz para bomba al vacio de 3L.

Mobiliario:

- Modulo de melanina.

Médulo de cémputo (otros).

[

Silla giratoria de metal con brazos con espaldar media.

Taburete giratorio rodante.

VIil. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Guantes de nitrilo descartables.
- Lentes protectores de policarbonato.
- 1 tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA«kz
- Punteras descartables de 1000 uL
- Punteras descartables de 2 pL — 200 uL

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

Bioseguridad:

- Alcoholgelx 1L

Jefa de Citometria de Flujo ~

CMP 14344 RNE. 14141 _ - o
Institute Naciona! de Enfermedades Neopldsicas Alcohol etilico (etanOI) 70° x 500 mL

- Bolsa de polietileno 72 Cm x 51 Cm color rojo
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 4.73 L

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- 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 quirlrgica 3 pliegues

8.3 Reactivos:
a) Fluorocromos:

- Ver Anticuerpos, fluorocromos con su respectivo titulo en anexo N° 1, segdn
panel correspondiente

b) Soluciones:

- Solucion buffer PBS

- Solucion PBS + 0.09% de NaN3(azida de sodio) + 0.5% BSA (Albimina bovina
sérica)

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

- Solucion tampdn buffer para citometria de flujo

- Soluciéon shutdown

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

- Agua destilada

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:

i Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos

- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos ‘

9.2 /Servicios publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

Jefa de Citometria de Flujo *
CMP 14344 RNE. 14141
Institulo Nacional de Enfermedades Neoplasicas
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MUESTRA

10.1 Obtencion de la muestra:

- Medula osea: es realizado por el drea de trabajo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica y el Servicio de Procedimientos Especiales
del Equipo Funcional de Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de
Oncologia Pediatrica.

- 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:

-~ Meédula 6sea, Sangre periférica.

10.3 Recipiente:

- Tubo con anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA) dipotasico (Kz).

10.4 Conservacion y manejo:

- Mantener en lugar libre de humedad y calor.
- Estabilidad: 24 horas 15 - 25 °C.
- En lo posible procesar la muestra fresca.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Para la realizacion de este procedimiento se requieren las siguientes actividades:

11.1 Entrega de Material:

11.1.1

11.1.2

11.2.1
11.2.2

11.2.3

Semanaimente 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 Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia
Pediatrica.

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

Recepcion de la muestra:

Verificar la correspondencia de muestras y orden.

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

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

11.3 Registro de la muestra

JUDITH VIDAL AYLLON 11.3.1
Jefa de Citometria de Flujo ~

Instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas 11.3.2

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

Rotular con el cédigo interno al tubo primario que contiene la muestra
utilizando plumén indeleble.

9030

0 sopined
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11.3.3 Ingresar los daios del paciente al Sistema Administrativo Hospitalario
(SISINEN), e imprimir etiqueta con codigo de barra.

11.4 Trillado de datos del paciente en SISINEN:
11.4.1 Busqueda de resultados de diagndstico del paciente en SISINEN.
11.5 Revision de Historia Clinica:

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

Coloracion y lectura del frotis de muestra orientacién de panel de marcaje:

11.6.1 Colorear la muestra, previamente rotulada con lapiz de para marcar vidrio
con el numero correspondiente de citometria y las iniciales del nombre del

paciente.

11.6.2 Lectura de la lamina coloreada con wright para obtener la formula
diferencial, que servira para orientar la eleccioén de los paneles de marcaje.

Recuento de la celularidad de la muestra:

11.7.1  Se realiza segun instructivo de recuento celular aprobado por el area.
11.8 Preparacion del panel de screening:

11.8.1 Ver anexo N° 1 para el panel de marcaje que corresponda.
11.9 Preparacion del material para marcaje de la muestra:

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

11.10 Procesamiento del tubo orientador de leucemias agudas (ALOT)

11.10.1 Preparar en un solo tubo de citometria la combinacion de anticuerpos de
screening del panel ALOT, colocando cada anticuerpoc en volumen
apropiado, segun el titulo indicado en el panel (ver anexo N° 1).

11.11 Lavado de la muestra
11.11.1  Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% a la muestra.
11.11.2 Mezclar bien.
11.114.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.11.4 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.

41.12 Fijar la muestra
11.12.1 Colocar 100 uL de solucion fijadora del kit de permeabilizacion (Solucion
A).
11.12.2 Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

11.13 Lavar la muestra:

IDALAYLLON 41131 Afiadir 2 mL de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular

Jeta de Citometria de Fivjo -
CMP 14344 RNE. 14141 11.13.2 Mezclar bien

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
11.13.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.13.4 Deécarte el sobrenadante’ usando una- pi'pe‘taup‘asteur 0 un sistema de
vacio sin alterar el sedimento celular, dejando aproximadamente 50 uL de

volumen residual en cada tubo. ,
11.13.5." Reconstituir suavemente el pellet.
11.14 Permeabilizar la muestra

11.14.1 Colocar 100 de solucion permeabilizante (solucién B) y mezclar con la
muestra por 10 segundos. : ‘

11.14.2 La solucién B contiene también solucion lisante para eliminar a los
hematies. o

11.15 Marcaje con anticuerpos intracitoplasmaticos:

11.16.1 Agregar el volumen apropiadode anticuérpos dirigidos contra los
marcadores de citoplasma que contiene el panel (CyCD3, CyCD79a,
CyMPO)

11.16 Centrifugado y lavado para eliminar solucién permeabilizante:
11.16.1 Afadir 2 ml de PBS + BSA al 0,2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.16.2 Mezclar bien.
11.16.3 Centrifugar durante 5 min a 540 a.

11.16.4 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.

11.16.5 Repetir ios pasos 11.16.1 al 11.16.4 una vez mas
11.17 Reconstituir para la adquisicion:

11.17.1 Resuspender el sedimento celular en 200ul de PBS + BSA al 0,2%.
11.18 Adquisicién de la muestra en el citometro de ﬂuj‘o:

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

11.18.2 Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citometro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracién
de 20% o mas de blastos ¢ 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltracion de menos de 20% de blastos.

11.18.3 Durante la adquisicién 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.

11.18.4 Analisis de ALOT y elaboracion del panel complementario diagnéstico:
11.18.5 Elinforme del resultado es cualitativo.

11.18.6 Los resultados obtenidos después de la adquisicién seran evaluados por
Jefa de Citometria de Flujo ° personal capacitado usando el software INFINICYT.

CMP 14344 RNE. 14141 . } . .
Institlo Nacionalce Enfermecades Neoolisicze ~ 11.18.7  Elegir el panel -complementario correspondiente, segun los hallazgos

encontrados en el tubo de screening con la linea hematolégica que
caracterice a la poblacién inmadura patologica.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.18.8 Ver en anexo N° 2 los péné!es complementarios para marcaje.
11.19 Marcaje del panel _compiéiﬁent}aria de ieucemia aguda:

11.19.1 Se procederd al mércaje déi panel complementario
11.20 Preparacion del material para ;riamaje del panel complementario:

11.20.1 El personal Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo debe prever el material
que requiera para ¢! marcaje del panel complementario (tubos, punteras,
pipetas, reactivos, sclucionies de trabajo y buffer de lavado y adquisicion).

11.21 Procesamiento de tubos con marcaje de antigenos de superficie:

11.21.1 En esta seccion se indica e marcaie de la muestra con los anticuerpos

dirigidos solo antigenos de superficie.
11.22 Marcaje de muestra con antigenos de superficie

11.22.1 Preparar la rezcla de muestra + anticuerpos, en los tubos a los que les
corresponde solo mercadores de superficie, segin el panel
complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de citometria rotulados con

el numero de. tubo segun indique el panel compiementario con la
combinacion de anticuerpos superficie.

11.23 Incubacién de la Muestra con Lisante de Hematies Registro en SISINEN:

11.23.1 Afadir 2 mL de 1x FACS Lysing Solution (10x FACS Lysing Solution
diluido 1/10 vol / vol an agua destiiada (H20d).

11.23.2 Mezclar bien.
11.23.3 Incubar durante 10 min a temperatura 2ambiente protegido de la luz

11.24 Lavar la Muestra.
11.24.1 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.24.2 Descarte el sobrenadanie usando una pipeta pasteur o un sistema de
vacio sin alterar el sedimento ceiular, dejando aproximadamente 50 pL de
volumen residual en cada tubo.

11.24.3 Reconstituir suavemente el pellet

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

11.24.6 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.24.7 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.

1.25 Reconstitucion para la adquisicién

11.251 Reconstituir suavemente el pellet y agregar luego aproximadamente 250
uL de solucion de adquisicion (PBS)

Jefa de Cltometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141
instituto Nacional de Enfermedades Neoptasicas
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11.26 Adqmsmon de Ia Muestra en el Citometro de FIulo

11.26.1 Adqumr las células mmedxatamente ‘después del marcaje, de no ser
posible, aimacenar entre 4 °C a 8 °C durante 1 h, como maximo.

11.26.2 Colocar el tubo de muestra en la pnpeta de inyeccién del citémetro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos 6 2 000 000 de eventos viables si tiene una
infiltracion de menos de 20% de blastos.

11.27 Procesamiento del tubo ¢on marcaje, de antigenos de citoplasma o niicleo

11.27.1 En esta seccion se indica el marcaje de la muestra con los anticuerpos
dirigidos solo antigenos de citoplasma o ntcleo.

11.28 Marcaje de la muestra con anticuerpos de superficie

11.28.1 Preparar la mezcla de muestra + anticuerpos en los tubos a los que les
corresponde marcaje combinado de marcadores de superficie, citoplasma
y nucleo, segun el panel complementario (ver anexo N° 2) en los tubos de
citometria rotulados con el nimero de tubo segun indique el panel
complementario. Colocar la combinacién indicada de anticuerpos contra
antigenos de superficie y el volumen de muestra obtenido en el recuento
de celularidad.

11.28.2 incubar por 20 minutos en oscuridad y temperatura ambiente.
11.29 Lavado de la muestra:
11.29.1  Afadir 2 mi de PBS + BSA &l 0,2% + NaN3 al 0,09% ai sedimento celular
11.29.2 Mezclar bien.
11.29.3 Centrifugar durante 5 min a 540 g.

11.29.4 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.

11.30 Fijacion de la muestra

11.30.1 Colocar 100 pL de solucion fijadora del kit de permeabilizacién (Solucion
A}y mezclar bien.

11.30.2 Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad

11.31 Lavar de la muestra

11.31.1 Afadir2 mL de PBS + BSA al 0, 2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.31.2 Mezclar bien. -

11.31.3 Centrifugar durante 5 min 2 540 g.

11.31.4 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.

JUDITH VIDAL AYLLON
Jefa de Cltometria de Flujo ~

CMP 14344 RNE. 14141 11.31.5 Reconstituir suavemente el pellet
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas _ .

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDAOES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-8500. Fax: 620-4‘991.»Web: \A{ww‘inen,sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe
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11.32 Permeacion y lisis de la 'mueééra ‘

11.32.1 Colocar 100 de 'solucicr permeanilizante (solucion B) y mezclar con la
muestra por 10 segundos.

11.32.2 La solucion B contlena wmlgién solucion lisante para eliminar a los
hematies. ‘ '

11.33 Marcaje de la muestra con anticiernos intracitoplasmaticos:

11.33.1 Agregar el volumen =aprogiadoe de anticuerpos dirigidos contra los
marcadores de citoplasma que contiene el panel (CyCD3, CYCD79a,
CyMPO)

11.34 Centrifugadoy lavado para eliminar solucion pPrmeablllzante
11.34.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA a! 0.2% + NaN3 al 0,09% al sedimento celular
11.34.2 Mezclar bien.
11.34.3 Centrifugar durante 5 min.2 540 g..

11.34.4 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 tube.

11.35 Lavado de muestra

11.35.1 Afadir 2 mL de PBS + BSA al 0.2% + NaN3 ai 0,09% al sedimento
celular

11.35.2  Mezclar bien.
11.35.3  Centrifugar durante 5 minz 540 g.

11.35.4 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.

11.36 Reconstitucién para la adquisicién:
11.36.1 Resuspender el sedimento celular en 200 pl. de PBS + BSA al 0,2%.

11.37 Adquisicién de la muestra en el citometro de flujo:

11.37.1 Adauirir las células inmediatamente después - del mércaje, de no ser
posible, almacenar entre'4 °C a 8 °C durante 1 h. como maximo.

11.37.2 Colocar el tubo de muestra en la pipeta de inyeccion del citometro (SIT) y
programar la adquisicion en el “Dashboard Adquisition del programa de
adquisicion (DIVA software) y grabar los datos para formar el archivo con
un minimo de 500 000 eventos viables si la muestra tiene una infiltracion
de 20% o mas de blastos & 2 000 000 de eventos v:ab!es si tiene una
infiltracion de menos de 20% de blastos.

11.38 Analisis y Elaboracion del pre-informe:

S R 11.38.1 El personal administrative elabora las plantillas en el programa power point
JUDITH VIDAL AYLLON de office y lo archiva en la carpeta especifica, segun el mes y afio en curso

Je'cam"; fmg“:ﬁ; ‘ﬁfj:”" (Tubos 2020/agosto, por ejemplo), para la elaboracién del pre-informe, a
meituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas cargo del personal Bidlogo/a, Tecnologo/a Médico a cargo. El analisis se

realiza utilizando el programa Infinicyt.

11.38.2 Elinforme del resultado es cuaiitative.

INSTITUTO NAClONAL Dr. YNFERN}FDADEQ NEOPU\SICAS
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11.38.3 Loé 'resultados obtenidos_desphéé de la adquisicién seran evaluados por
personal capacitado usando el software INFINICYT.

11.38.4. Elaborar el correspondiente Informe como archivo power point / ppt.

11.38.5 Los resultados escritos en el power point ‘se transcribe al sistema
informatico del INEN por el personal responsable para fa visualizacion de
este por parte del médico tratante.

11.39 Analisis y Elaboracion del informe final:

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

11.40 Registro de informe en SISINEN:

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

11.41 Validacion e impresién de informe:

11.41.1 A cargo del personal médico patdlogo encargado. Requiere de usuario y
contrasefia propios en SISINEN.

11.41.2 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.

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

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

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

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

11.43 Registro de estadisticas por tipo de céso:

11.43.1 El personal administrativo registra en archivos excel la estadistica de
€asos.

11.44 Mantenimiento:
Mantenimiento diario:

Consiste en los pasos de lavados matutinos y entre la adquisicion de tubos para
evitar interferencias y ruido de fondo en los archivos fcs. Adicionalmente se utilizara
una solucion estandar con targets conocidos para la calibracion de los equipos.

11.44.1 Lavado de equipo:;

A e Diariamente, al iniciar la jornada de trabajo, se procedera con el
‘% encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiaies

X %j\) para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citémetro y se
JUDITH VIDAL AYLLON® proc_qderé con e—zl encendido electronico del citometro de flujo con la
Jefa de Gitometria de Flujo - funcién “Start up”.
CMP 14344 RNE. 14141

insfituto Nacionat de Enfarmedades Neopiasicas ¢ Luego se procedera al enjuague con varias corridas de agua destilada.

] INSTITUTO NAClb(NAL 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.sld.pe
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11.442 Calibracion de equipo

o Para este paso se requiere adquirir en el citdmetro una suspension de
perlas con valores estandar de Intensidad de fluorescencia media.

o Los targets de las perlas de cada canal estableceran en el equipo los
reajustes de voltajes {delta o diferencial de PMT) y otros valores que
impactaran de manera positiva en las adquisiciones de cada
experimento en ei citdmetro y tiene validez por 24 horas, transcurrido
este tiempo caducara y debera repetirse la calibracion.

11.44.3 ~ Control v'sequimiento:dé voltaje

o En el templado de! software de adquisicion (plantilla de trabajo con las
condiciones de adaquisicion grabadas) se revisara diariamente si la
solucion estandar (control de estandarizacion) coincide en las
intensidades de fluorescencia media (IFM) de cada canal con los IFM
que se dejaror grabados i diz de la compensacion en la “plantilia
ajuste de voltajes’.

11.44.4 Lavado final diario para mantenimiento de equipo

e Diariamente, al terrinar la jornada de trabajo, se procedera con el
encendido y lavado de equipo con detergentes surfactantes especiales
para la limpieza de las tubuladuras y celdas del citdbmetro y se
procederd con el apagado electronico de! citometro de fiujo con la
funcién "shutdowi:”

o Luego se proceders ai eniuague con varias corridas de agua destilada.

Mantenimiento semanal

o S
%Mdowy

Se realiza una vez por semana para liberar de impurezas y sedimentos de sales a
las tubuladuras, jeringa de inveccién y celda de flujo del citometro.

11.44.5 Lavado profundo del eguipo (Long clean)

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

11.45 Compensacion: .

Consiste en los pasos de puesta a punto del equipo para la estandarizacion
empleada en el servicio (Eurofiow), 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.

11.45.1 - Establecer linea de base

e Requiere soluciones ‘estandar (reactivo Citometer Setup and Traking)
para establecer las condiciones dptimas del equipo, en cuanto a ias

JUD'T V' ..................... H i i0 ¢

uDiT! c\nogﬁ\tﬁ?aﬁ“ptmq' ganancias de luz de emisién en cada canal de deteccion.
_ CMP 14344 RNE, 14141 e ‘ |

Instituto Nacional de Enfermadades Neoplasicas

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOFLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4997. ‘Web: www.inen.sid.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe
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11.45.2  Ajuste de voltajes

¢ Requiere de la adquisicion de una suspensién de perlas con valores de
IFM estandar para establecer los valores de voltajes en cada canal
para obtener el punto 6ptimo de deteccion en cada PMT (mejor
~ganancia de luz de emision de los fluorocromos)

11.45.3 Calculo de compensacion

e Establecer las restas de compensacion en las combinaciones de los 8
canales para evitar el solapamiento del espectro luminoso de la fuz de
emision de los fluorocromos, -asegurando la lectura apropiada de cada
longitud de onda en el canal correspondiente.

Xll. RESULT2D0S ANALITICOS

12.1 Elir-orme del resultado es cualitativo

12.2 Los :latos son reportados como “Negativo” si la poblacion descrita no expresa el
mar¢ador evaluado.

12.3 Los uatos son reportados como “Positivo” si la poblacion descrita si expresa el
marc::lor evaluado, en un sistema de escala en cruces.

Para e to habra 2 opciones:
o Pos. vo débil (+/+), (+d)

o Posi vointenso (++); (+++)

,_/‘f\:g':{ﬂ’lff,/
RS ""';«;':n(\-\
3 EANIA

5
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=
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. ANEXOS

- Anexo N°:01: Panel de anticuerpos para screening de Leucemias agudas.

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

JUD DAL AYLLON - Anexo N° 02: Panel complementarios de anticuerpos para el estudio de diagnostico de
Jefa de Citometria de Flujo ‘

CMP 14344 RNE. 14141 : o
Instituto Nacional de Enfermedades Neoptasicas Leucemias ag udas.

- Anexo N° 03: Control de cambios y mejoras.

TR

- I INSTITUTO NAClONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.ingn.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe
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ANEXO N° 01

PANEL DE ANTICUERPOS PARA SCREEMING DE LEUCEMIAS AGUDAS

‘TUBO SCREENING LEUCEMIA AGUDA (ALOT)

vVas50 PO FITC Pt PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
TUBO cyCD3 CcD45 cyMPO CD79a £D34 CD18 cD7 smCD3
VOL Rvo 7 5 5 5 L7 5 2 3

Adquirir 500 000 eventos totales si por morfologia se encontrarcn 20% 6 mas de blastos
Adquirir 2 500 000 eventos totales si por morfologia se encontraron menos de 20% de blastos

JUDITH ON
Jefa de Citometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4€91. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe
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ANEXO N° 02

PANELES COMPLEMENTARIOS DE ANTICUERPOS PARA EL ESTUDIO DE
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIAS AGUDAS

'COMPLEMENTARIO LLA-B

V450 PO FITC PE PERCP Cy5.5] PE-Cy7 APC APC-H7

Tubo 1 CD20 | D45  [cD15/CDw6Y  CDebc | CD34 019 | D0 | cD38
1 5 5 |7 g 7 5 5 3

cD D45 - lgM CcDh1 cD19 . lgeM CcD81
Tubo 2 D9 | CD: ovigM | cp1a3 - | CsmigM | C
5 5 .10 .5 . 5 10 5

4
Tubo 3 - CD45 |  nuTdT NG2 ime ). CDI9 = CD2
5 5 10 5 5

Adquirir 500 000 eventos totales i
Adquirir 2 500 000 eventos totales si por morfologla se encontraron menos de 20% de blastos

Si el estadio es slgMi+ complementar con el tubo 3 ¢
V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
TUBO 3C smKappa CDA45 nuTdT _ CD19 CD22 smbambda
Vol Rvo 5 5 10 5 Sul 5

COMPLEM ENTARIO LPA
Adqumr 100000 eventos

vas0 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR | cpDas | cpis D13 cp34 | copu1y cDiib D38
3 5 10 7 10 5 5 3
HLADR CD4s cp1s CD56 CD117 cp33
3 5 10 5 5 10
HLADR co4s D2 CD203c CD117
3 5 5 10 5

'COMPLEMENTARIO LMA M0, M1, M2, M4, M5
Adqumr IOOOOOeventos -

V450 V¥500c FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR cpas D16 co13 | co3a cp117 | cpub | cowo
3 5 10 7 10 S S 5
Tiba2 HADR | cD4s | cp3s | coed | cpaa cp117 | IREM2 cp14
3 5 5 10 10 5 5 5
HLADR cDas cp1s CDs6 CD34 cp117 cp33 cp3g
3 5 10 .5 10 5 10 3
Tubo f( CD45 _ ~ D25 - cp1y7 -
5 10 ) 5
/

Nota: De no llegara conclusion dlagnostlca se debera ampliar tubo a tubo con Ios paneles descrltos en amphacmnes M6 M7...
Se marcard el tubo 4 cuando se observe 20,09% de mastacitos (Adqumr 500 000 eventos viables)

Jefa de Citometria de Flujo ~
CMP 14344 RNE. 14141
\nstityto Nacional de Enfermadades Manrtari--

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.ingr.sld.pe e-mail: postmaster@inen,sld.pe
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AMPLIACIONES CASOS M6, M7, BASOFILICAS, GENDRIHCAS, MIXTA.
. Adquirir: 500 000 eventos viables )

V450 V500c¢ FITC . PR PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR CD45 CD36 CD105 CD34 cD117 CD33 CD71
ERITROIDE 3 5 5 5 - 10 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD4S TdT NG2 34 €D117 D22
LA MIXTA 3 5 10 i) 10 5 5
Tuho3. HLADR | cD4s  |cD42a/CDS1;  CD2GA: D34 €D117 D123 cD4
CDP/MK/MASTO ’ U
BASO 3 5 3/4 10 10 5 5 5
Tubo4 | HLADR | CD45 - cpal D cD24 - €D117 CD42b €D9
MK/MASTO/
8ASO 3 5 5 10 10 5 3 10
rPuede marcarse los paneles por partes hasta llegar al diagndstico
SMD
Adgquirir 2 500 000 eventos viables
V450 V500c FITC PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 AFC APC-H7
HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10
Tubo 1 - -
3 5 10 7 10 5 5 10
HLADR CD45 CD35 cDe4 CD34 cD117 IREM2 CDia
Tubo 2 - : o
3 5 5 5 10 5 5 5
Tubo 3 HLADR CD45 CD36 CD105 CD34 CD117 ch33 cD71
. 3 5 5 10 10 5 10 2
HLADR CD45 CD15 D56 CD34 cD117 cD7 CD38
Tubo 4 -
3 5 10 5 10 5 2 3
COMPLEMENTARIO LLA-T ’
V450 V500c FITC " PE PERCP Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo1 cyCD3 CD45 nuTdT cDgs CD5 CcD10 CD1a smCD3
7 5 10 5 30 H 5 3
4! cD 7 D D45R,
Tubo 2 cyCD3 CD45 2 b1t CD4 cD8 C A smCD3
7 5 5 5 7. ‘5 5 3
Tubo3 cyCD3 €D45 TCRgd TCRab CD33 D56 €D123 smCD3
7 5 10 7 10 5 5(dil) 3
CD3 D45 cD HLADR CD64 cD3
Tubo4 cyCD: € 13 ‘ y smCD
7 5 7 3 5 3

| e
aHnvy

Y A .Qm/j.,/.uévrfu --------------

JUDITH VIDAL AYLLON

Jeta delCitometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141 »
instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Adquirir 500 000 eventos si el ndmero de blastos es 20% 6 mas.
Adquirir 2 500 000 eventos si el nimero de blastos es menor de 20%

INSTITUTO MACIQOMNAL DE EMEERREZDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34, Teléfone: 201-6500. Fax: £20-4997 ., VWed: www,inen.sid.pe e-mail postrnaster@inen,sld,pe
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ANEXO N° 03

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBICS Y MEJORAS

VERSION

PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y
MEJORA

FECHA DE
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

1-17

Se elabora PNT segun
DA N° 001-2019-
INEN/DICON-DNCC -
“‘Lineamientos para la
elaboracién de
Documentos Norrnativos
en el Instituto Nacionai
de Enfermedades
Neoplasicas
(Resolucién Jefatural N°
276-2019-J/INEN).

31/08/2020

M.C. Judith Vidal
Aylion

Jefa de Cltometria de Flujo
CMP 14344 RNE. 14141 -
inetityte Nacional de Enfermedades Neoplasicac

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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