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MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE
SALUD DEL NINO-SAN BORJA

“Ano del Dialogo y la Reconciliaciéon Nacional”

WRLICA DEL gy
e

o

RESOLUCION DIRECTORAL

Lima, 14 MAR. 2018
VISTO:

El Expediente N° 18-001213-001/INSNSB sobre la aprobacién del Manual de
procedimientos técnicos de Patologia Clinica-Hematologia Especializada de la Unidad de
Soporte al Diagnostico y Tratamiento; y,

CONSIDERANDO:

Que, los Articulos | y Il del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de
Salud, establecen que la salud es condicion indispensable del desarrollo humano y medio
fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo, por lo que la proteccion de
la salud es de interés publico, siendo responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y
promoverla;

iy Que, el Segundo parrafo del Articulo 5° del Decreto Supremo N° 013-2006-SA.,
550 Reglamento de Establecimientos de Salud y Médicos de Apoyo, establece gue los
\\_/ . : P T .

establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo deben contar, en cada area,
unidad o servicio, con manuales de procedimientos, guias de practica clinica referidos a la
atenciéon de Ios pamentes personal suministros, mantenimiento, seguridad, y otros que

Que, el inciso s) del Articulo 37° del Decreto Supremo N° 013-2006-SA, Reglamento
de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de Apoyo, establece que al Director
Médico le corresponde disponer la elaboracion del Reglamento interno, de las guias de
practica clinica y de los manuales de procedimientos referidos a la atencién de los
pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad, y otros que sean necesarios:

Que, mediante la Resolucién Ministerial N° 302-2015/MINSA fue aprobada la Norma
Técnica N° 117/DGSP-V.01 “Norma Técnica para la Elaboracion y Uso de Guias de
Practica Clinica del Ministerio de Salud”, la cual establece el marco normativo para la
elaboracion de las Guias de Practica Clinica en el Sector Salud:
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Que, conforme al inciso k) del numeral 11.4.2. del Manual de Operaciones del
Instituto Nacional de Salud del Nifio — San Borja, aprobado mediante Resolucion
Ministerial N° 512-2014/MINSA, establece que es funcion de la Unidad de Soporte al
Diagnéstico y Tratamiento el elaborar y proponer en coordinacion con la Unidad de
Desarrollo de Investigacion, Tecnologias y Docencia, normas, guias técnicas, en el campo
de las especialidades del instituto, asi como efectuar su aplicacion, monitoreo y
evaluacion;

Que, mediante el Anexo 3 de la Ficha de Descripcion de Procedimiento:
“Elaboracion. Aprobacion y Cumplimiento de Adherencia de las Guias de Practica Clinica
y/lo Guia de Procedimiento”, del Manual de Procesos y Procedimientos de la Unidad de
Gestion de la calidad, aprobado por Resolucion Directoral N° 155/2015/INSN-SB/T, se
establece la estructura de la Guia de Procedimiento;

Que, mediante la Nota Informativa N° 005-2018-PC/INSN-SAN BORJA, de fecha
18 de enero de 2018, la Dra. Carla Elizabeth Méndez Chacon Rodriguez, Médico
Patologo Clinico del Instituto Nacional de Salud del Nifio- San Borja, remitié al Director
Ejecutivo de la Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento, el Manual de
Procedimientos Técnicos de Patologia Clinica- Hematologia Especializada de la Unidad
de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento;

Y _— Que. mediante la Nota Informativa N° 0070-2018-UGC-INSN-SB, de fecha 25 de
S Berit \&.  enero de 2018, la Jefa de la Unidad de Gestion de la Calidad remite el Manual de
@,os a"i:yq’?/ Procedimientos Técnicos de Patologia Clinica- Hematologia Especializada, el cual cuenta
“Qé‘e_‘_‘_s‘__a"i*,"f con la opinién favorable de la Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento, de la Sub

Unidad de Soporte al Diagnostico y de la Unidad de Gestion de la Calidad,;

Que, mediante el Memorando N° 077-2018-DG/INSNSB, de fecha 29 de enero de
2018. la Directora General del Instituto Nacional de Salud del Nifio- San Borja solicita
disponer la elaboracion de la Resolucion Directoral del Manual de Procedimientos
Técnicos de Patologia Clinica- Hematologia Especializada de la Unidad de Soporte al
Diagnostico y Tratamiento;

Con el visto bueno del Director Adjunto, del Director Ejecutivo de la Unidad de
Soporte al Diagnéstico y Tratamiento, de la Jefa de Oficina de la Unidad de Gestion de la
Calidad; y, de la Jefa de Oficina de la Unidad de Asesoria Juridica;

Por estas consideraciones, y de conformidad con la Ley N° 26842, Ley General de
Salud, con el Decreto Supremo N° 013-2006-SA, Reglamento de Establecimientos de
-\ Salud y Servicios Médicos de Apoyo, con la Resolucion Ministerial N° 302-2015/MINSA,;
con la Resolucion Ministerial N° 090-2013/MINSA, con la Resolucion Ministerial N 512-
2014/MINSA: y, con la Resolucion Jefatural N° 340-2015/IGSS;
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SE RESUELVE:

ARTICULO 1°.- APROBAR el Manual de Procedimientos Técnicos de Patologia Clinica-
Hematologia Especializada de la Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento.

ARTICULO 2°.- ENCARGUESE a la Sub Unidad de Soporte al Diagnostico, la
implementacion del Manual de Procedimientos Técnicos de Patologia Clinica-
Hematologia Especializada de la Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento,
aprobado con la presente resolucién.

ARTICULO 3° ENCARGUESE a la Unidad de Gestion de la Calidad, la evaluacién del
cumplimiento del presente Manual.

ARTICULO 4°.- DISPONER que se realice la publicacién de la presente Resolucion en la
Pagina Web de la Institucion, conforme a las normas de Transparencia y Acceso a la
Informacién Publica.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE

EZTG/BSPB/dpm
7~ Distribucion
>"#/,.}\) Direccion Adjunta
%/ Z£) Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento
-£ /) Unidad de Asesoria Juridica
s £ ) Unidad de Gestion de la Calidad
( ) Unidad de Tecnologias de la Informacion
( ) Archivo
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Manual de Procedimientos Técnicos de Patologia Clinica -
Hematologia Especializada
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I. Procedimiento de Determinacion Cuantitativa de Linfocitos
TCD3

1. Titulo

Procedimiento de Determinacion Cuantitativa de Linfocitos T CD3+

2. Codigo
CPT: 88205

3. Objetivo

La determinacién cuantitativa de linfocitos T esta basada en la deteccion de marcadores de
membrana CD3 y otros presentes en la superficie celular del linfocito T, su recuento
permite conocer el estado del sistema inmune del paciente en ciertas patologias o el grado
de disfunciéon inmunoladgica en casos post trasplantes.

La importancia de efectuar la cuantificacion de linfocitos T CD3+ previo al trasplante radica
en que estas células junto con las NK y células CD34+ del donante estan involucradas en la
toma del injerto y dependiendo de la enfermedad los linfocitos T del donante son capaces

de re inducir remisiones en pacientes con recaidas luego del trasplante alogénico.

4, Indicaciones

INDICACIONES ABSOLUTAS.- Determinacion de linfocitos T CD3+ en producto de colecta

de progenitores hematopoyéticos

INDICACIONES RELATIVAS.- Valoracion de éxito de injerto en trasplante de progenitores

hematopoyéticos.

5. Contraindicaciones

Ninguna.

Fecha: Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina: 3 de 60
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6. Responsables

e Médico Patélogo Clinico.
e Tecnodlogo Médico.
e Bidlogo.

e Técnico de Laboratorio.
7. Materiales e Insumos

7.1 Equipos Biomédicos
e Citéometro de Flujo FACS Calibur de cuatro colores: FITC, PE, Per CP y APC.
e Homogenizador ¢ agitador de tubos.
e Refrigeradora/ conservadora para reactivos

e Cronometro de 4 tiempos.

7.2 Material médico no Fungible

e Tips Eppendorf descartables de 50 - 1,000 ul.

e Tips Eppendorf descartables de 2 20ul

e Tubos de poliestireno FALCON 12 x 75mm, capacidad 5ml con tapa.

e Tubos Trucount. .
Pipeta de transferencia estéril FALCON de 3ml, con empaque individual L/
Gradillas ad hoc para el material solicitado.

Micropipetas de volumen variable para dispensar 20 uL, 50 pL, 450 pL

7.3 Material médico Fungible
Reactivos
Kit Calibrite 3 (perlas de calibracién del citometro) x 25 determinaciones.
Kit Calibrite APC (perlas de calibracion de esa fluorescencia) x 25 determinaciones.
Kit CD3+CD56+CD45+CD19+ x 50 determinaciones
o CD3FITC Clona SK7
o CD16 PE Clona B73.1

o CD56 PE Clona NCAM 16,2

Fecha : Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina : 4 de 60
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o CD45 PERCP Clona 2D1
o CD19 APC Clona §J25C1

Materiales
e (Guantes descartables para procedimiento

¢ (afas protectoras.

Soluciones
e Solucion salina x 20 L para el Citometro de Flujo
e Solucion Facs Lysing 100X

f/\) e Solucion Hipoclorito de sodio diluido 1:10

e Agua destilada estéril

8. Procedimiento

Tiempo: 40 minutos

8.1 Preparacion de Muestra

Pasos:

1. Rotular 2 tubos Trucount con el nombre del paciente/donante.

2. Homogenizar los tubos conteniendo las muestras y dispensar 50ul de muestra para
cada tubo.

(/“' 3. Adicionar a los tubos 20 ul del coctel de anticuerpos CD3/CD56/CD45/CD19.

Efectuar el pipeteo en reversa.

4. Homogenizar e incubar a temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos.

5. Adicionar a cada tubo 450" de solucién Facs Lysing (diluido 1:10 con agua destilada
estéril).

6. Homogenizar e incubar a temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos.

7. Colocar los tubos en bafio maria helado y se procede a su adquisicién en el citmetro.

Fecha: Enero 2018 Codigo : M-009 /INSN- Pagina : 5 de56
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8.2 Adquisicion en el Clitometro

Pasos:

1.
2.

N e

Aperturar la plantilla del Software BD MultiTest en el citometro de flujo

Seleccionar la fuente de datos “From Cytometer Acquisition with Analysis”

De manera automatica el programa da la opcion de calibrar o obviar este paso, en caso
de obviar abrir los cytometer settings y seleccionar la calibracion optimizada
MULTITEST.opt.

Ajustar el threshold FL3 a 300 para excluir todo el debris posible.

Ingresar las preferencias de analisis.

Ingresar los datos de la muestra, tipo, panel a elegir

Proceder a adquirir la muestra, la adquisicion se detendra cuando alcance el numero de

eventos configurado.

8.3 Analisis de la Muestra

Pasos:

1.

El software es amigable, practico y sofisticado, el analista verificara que las regiones
delimitadas correspondan realmente a las poblaciones celulares que se quiere delimitar.

Sobre todo la poblacion linfoide. ANEXO 1.

. La poblacion linfoide es identificada por expresar CD45 brillante, los linfocitos B son

menos brillantes en relacién a los linfocitos T, en tanto los NK son de intensidad similar
alos linfocitos T Pero con una senal ligeramente alta en SSC.
El conteo absoluto de la poblacion celular puede ser calculado usando la siguiente
ecuacion:
e A=X/YXN/V

X es el niimero de eventos de células positivas.

Y es el niimero de los eventos de las perlas.

N es el nimero de las perlas por test, el cual se encuentra en el empaque varia de

lote a lote.

V es el volumen de la muestra

.
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4. Los datos obtenidos para informar son los siguientes:
e Porcentaje de Linfocitos.
e (Conteo absoluto de CD3.
e (Conteo Absoluto de CD45.

8.4 Reporte de Datos
Pasos:

1. Del analisis realizado el programa realiza los calculos para la poblacion linfoide T
elaborando el Lab Report, el inismo que debe imprimirse por duplicado. ANEXO 2.

2. Los datos son transcritos en la plantilla de resultado por triplicado: Centro de
Hemoterapia y Banco de Sangre, Sub Unidad de TPH y archivo de laboratorio. ANEXO 3.

3. El resultado firmado por el médico responsable se entregaran al area de Hemoterapia
y Banco de Sangre y sub Unidad de TPH con firma de cargo.

4. Los resultados se archivan tanto en fisico como digital.

5. La orden del paciente se entregara a secretaria de la sub unidad de Patologia Clinica
para su registro, quien remite al técnico para su ingreso y registro y demas tramites

contables (SIS).

8.5 Interpretacion de datos e Intervalos de Referencia

Pasos:

1. Se recomienda que la interpretacion de los datos deberia realizarse usando un
intervalo referencial establecido por otro laboratorio.

2. Los intervalos de referencia en la medida de lo posible deberia ser
determinado por cada laboratorio.

3. El funcionamiento del reactivo fue analizado por el fabricante, efectudndose
ensayos del reactivo con otro denominado Tritest, y asimismo se efectu6
estudio comparativo entre el citometro FACS Calibur y FACS Canto en tres
centros de investigacion clinica en Estados Unidos, la poblacion evaluada

fueron personas sanas cuyas edades oscilaban de 18 a 64 anos.

Fecha : Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina : 7 de56
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8.6 Entrega de Resultados
Pasos:
1. Los resultados del recuento de células progenitoras CD3+ son emitidos
inmediatamente de haberse concluido el andlisis y entregados a las dreas

correspondientes con registro de cargo.

8.7 Archivo de Resultados
Pasos:

1. La data virtual del citometro sera almacenada en unidades de almacenamiento de '\/

manera mensual y anual.

2. El registro fisico del resultado sera archivado por el personal del area.
9. Complicaciones
Ninguna.

10. Anexos

Fecha : Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina : 8 de56
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ANEXO 1

REPORTE DE ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Director; L. Rockdsle
Operstor MGILL

Sample Name. SAMPLE 4
Saurpe D

CazeNumber.

Panel Mame: 4 Color TBNK

BDB

MultiSET™ Lab Report

Software: MMSETY20
Cytometer: FACSColibur

Date Acquired:  Fn,Feb 1,2002 2:43 PM
Date Analyzed:  Fri,Feb1,2002
Rel.Range Type: ED

CD3/CD8/CD45/CDA

Reagent Lot 10 00000 Events Acquired: 15000

DataSet( 1] DataFile:  SAMPLE 40401
AttrDef Fie: 8/4SIAM.TV2 0

Lymgh Events 2435
CD%+ %Lyph 57
CDILD3+ MLymph 13
€D3 D4 RLymph a |z &
CD3CD4+CD3+ BLynph 08 Q
THIS Ratio 346 | 0
attractor gate
expert lymph gate
(6]
<
1
T
Qly =
(5]
A
v
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ANEXO 2

REPORTE DE CUANTIFICACION DE LINFOCITOS T POR CITOMETRIA DE FLUJO

Darector: 05X
Oparstor: MG

Sample Name: MGOSX01FCD3

BDB
MultiSET™ Physician Repon
Software: MUlLISET¥2.0
Cytommelar: FACSCahibur
Date Acquired: Wed, Apr 3, 2002 1:26 PM
Date Anwlyzed: Wed, Apr 3, 2002

Semple ID;
Case Number:
Panel Name: 3 Color TBNK + TruC

FReference Range Type: BD

Abs Cnt
Result Name %IRatio (cellaiul) Reference Range

TLymphs 5 of Lymphs (CD2+/CD454) 54 Lo 5.5‘{ Ja%
TLymphs (CD3+) Abs Cnt 654 Lo 99 Z340
THelper % of Lymphs (CD34CDAHCD45+) 12 Lo 3‘3.—.6‘7‘5‘5
THelper Lymphs (CD34CD44) Abs Cnt 147 Lo A‘“ g S
Lymphocyte (CD45+) Abs Crmt* 1206

T Suppressor % of Lysnphs (CD34CDEHCDA5H) 37 '39‘.ﬁ.‘ %

TSuppressor Lymphs (CDJI«LD84) Abs Cnt

B Lymphs % of Lynphs (CD194/CD45+)

1140

503 ‘W_A_.

37 Hi 6% g“

L

B Lymphs (CD19+) Abs Cnt a08 QOT."W l
N L : S5 27% :
yinphs % of Lymphs (CD164564+/CD45+) 35 Hi T ,
NK Lymphs (CD16+564) Abs Crt 396 °°.T.5°°
*For quality control purposes only '
Mhultitube QGC I
Lymphosum: 1259 |
CD3 % Lymph Difference: 2 [
CD3 Abs Cnt Range: 610 - 729 n |
THelperiSuppressor Ratio. 032 W,
Comments:
_] Vverbal Orger Laboratory Director:
<
Fecha: Enero 2018 Codigo : M-0Q9/INSN-  _ | Pagina : 10 de56
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ANEXO 3
INFORME DE RESULTADO LINFOCITOS T
-, = Instituto Nacional de Salud i =
== del Nino - San Borja lnSﬂD
SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA
INMUNOBIOQUIMICA ESPECIALIZADA — CITOMETRIA DE FLUJO
INFORME DE ESTUDIO DE LINFOCITOS T CD3+

NOMBRE DONANTE: HISTORIA CLINICA:
NOMBRE RECEPTOR: HISTORIA CLINICA:
TIPO DE MUESTRA (remitida): Aféresis EDAD: aiios

SERVICIO: TPH
DIAGNOSTICO: Donante Sano
MEDICO SOLICITANTE: Dr.

FECHA INFORME:

FECHA RECEPCION MUESTRA: HORA RECEPCION MUESTRA: 07:40:00

RESULTADO

LINF TCD3+ CF 00 -16

ENUMERACION DE LINFOCITOS T POR
CITOMETRIA DE FLUJO

LINFOCITOST CD3+/CDA45+: %
LINFOCITOS T CD3+ Conteo Absoluto: Célful
LINFOCITOS CD45+ Conteo Absoluto: cél ful
METODOLOCI AR
CF/MOLTITE ET
€MS/BChG
Blga RRM

-

\
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II. Procedimiento de Enumeracion de Células Progenitoras
Hematopoyéticas CD34+ por Citometria de Flujo de 8 Colores

1. Titulo
Procedimiento de Enumeraciéon de Células Progenitoras Hematopoyéticas CD34+ por

Citometria de Flujo de 8 colores.

2. Codigo
CPT: 8818701

(“) 3. Objetivo

Este procedimiento permite identificar y cuantificar a las células madre hematopoyéticas
por la expresion del marcador CD34. Las células madres y hematopoyéticas son células
indiferenciadas con una amplia capacidad de proliferacion y de autorrenovacion; estan
presentes en medula 6sea (1%-3%) y en sangre (0,1%) y pueden ser movilizadas desde la
médula dsea a la sangre periférica después de quimioterapia o con citoquinas.

La decision para el uso de TCH esta determinada por la enfermedad que afecta al paciente
y sus condiciones generales asi como la disponibilidad del donante.

Los centros de trasplante dependen totalmente de la cuantificacion de este marcador por
Citometria de flujo para determinar el momento 6ptimo de la colecta y confirmar que la

movilizacion es la adecuada.

(-) 4. Indicaciones
INDICACIONES ABSOLUTAS.- Normalizar el proceso a realizarse para enumeracion de
células progenitoras hematopoyéticas CD34+ por Citometria de flujo en sangre periférica,
panel basado en método ISHAGE.
INDICACIONES RELATIVAS.- Normalizar el proceso a realizarse para enumeracion de
células progenitoras hematopoyéticas CD34+ por Citometria de flujo en producto de

aféresis.

Fecha: Enero 2018 Cédigo : M-009/INSN- agina : 13
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5. Contraindicaciones

Ninguna.

6. Responsables
e Médico Patologo Clinico.
e Tecndlogo Médico.
e Biodlogo.

e Técnico de Laboratorio.
7. Materiales e Insumos

7.1 Equipos Biomédicos
¢ Citémetro de Flujo FACS Canto Il de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP Cy5.5, PE
Cy7, APCy APC-H7.
¢ Homogenizador o agitador de tubos.
e Refrigeradora/ conservadora para reactivos
e Crondometro de 4 tiempos.

e Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamarno.

7.2 Material médico no Fungible

e Tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2Gradillas para los tubos solicitados

2N

9 q Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 pL
Micropipeta de volumen variable 10 pL - 200 uL
Micropipeta de volumen variable 0.5 pL - 10 pL

e Punteras descartables de 100 pL - 1000 pL

e Punteras descartables de 10 uL - 200 pL

e Punteras descartables de 0.5 pL - 10 pL

g t‘.«
450k 0%
5

Tubo de polipropileno, fondo cénico graduado x 15 mL
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7.3 Material médico Fungible
Reactivos
e Perla calibradora de citometro de flujo de 8 colores
e Perla calibradora para células progenitoras
e Tubos con perlas de referencia (TruCount)
e Anticuerpos CD45 FITC/CD34 PE
e 7-AAD
e Solucion lisante de cloruro de amonio

e Controles CD34 Low/Hi

R Materiales
e Guantes descartables para procedimiento

e (afas protectoras.

Soluciones
e Solucion buffer para citometria de flujo
e Solucion shut down para el citdmetro de flujo

e Solucion de limpieza para el citometro de flujo

8. Procedimiento
TIEMPO: 120 minutos

lf- 8.1 Recepcion de Muestra
Pasos:
1. Revisar que la muestra no presente codgulos, que el tubo se encuentre rotulado.
2. Laorden debe indicar los datos completos del paciente como nombre, historia clinica,
edad, diagndstico, solicitud de estudio, datos clinicos, Gltimo examen hematolégico, y
demas.
3. Anotar datos del paciente en el cuaderno de registro, designandole el cédigo interno

de citometria de flujo (CF).
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8.2 Preparacion de la Muestra

Pasos:

1. Rotular con el codigo interno (CF) dos tubos TruCount, uno para la muestra y el otro
para un control CD34 Low o Hi.

Por pipeteo inverso agregar 100 pL de sangre o control.

Agregar a ambos tubos 20 uL del coctel de anticuerpos CD45 FITC/CD34 PE.

Vértex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Adicionar 2 mL de solucién lisante de cloruro de amonio para destruir la serie roja.
Voértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Luego, en una gradilla colocar los dos tubos en un recicipiente con packs de hielo

0 e R W

La muestra puede permanecer a 4 °C en oscuridad por 1 hora hasta la lectura o

adquisicion.

8.3 Adquisicion en el Clitbmetro
Pasos:
1. Aperturar el area de trabajo de Diva (Workspace) en donde se tiene:

a. Browser: ventana donde se organizan las carpetas, subcarpetas y archivos de
cada usuario.

b. Instrument Cytometer: panel de los controles del citometro, parametros,
compensaciones, threshold.

c. Adquisition Dashboard: panel de adquisicion (comenzar adquisicion, salvar
eventos, regiones)

d. Inspector: Informacién detallada sobre la ventana o plot que se encuentre
seleccionado.

e. Global worksheet: plantilla de trabajo que contiene los plots, estadisticas,
informacion sobre el experimento y anotaciones del usuario.

Realizados los pasos para poner en marcha el citometro (hacer 1° un “fluidics startup”,

duracion 7 minutos, 2° cleaning modes y conectar el citometro).

Proceder con el protocolo de lavado diario del equipo, usando solucion conrad y agua

destilada.
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4. Una vez terminado el lavado cerrar el programa FACSDiva y abrir el programa
FACSCanto Clinical médulo 7 set up para pasar un tubo del kit de perla calibradora
para células progenitoras. Correr la prueba y dejar que el programa realice el setup
automaticamente.

5. Una vez terminada la calibracion, el mismo programa FACSCanto Clinical seleccionar
el médulo Stem Cell Enumeration. Ingresar el codigo del paciente y del control.

6. Vortex de la muestra antes de colocarlo en la aguja de adquisicion.

7. Seleccionar “RUN”, el programa detendra la adquisicién automaticamente.

8.4 Anadlisis de Datos
Pasos:
fﬁ] 1. Analizar los datos adquiridos con el programa FACSCanto Clinical.
2. Los calculos relativos y de recuentos absolutos se calculan automaticamente luego de

ajustar las regiones que encierran a las poblaciones celulares y perlas de referencia.

8.5 Reporte de Datos
Pasos:
1. El resultado final con el nombre, otros datos del paciente, los graficos analizados y la
estadistica se imprime desde el programa FACSCanto Clinical.
2. La orden del paciente se entregara a secretaria de la sub unidad de Patologia Clinica
para su registro, quien remite al personal técnico para su ingreso y registro asi como

demas tramites contables (SIS).

8.6 Entrega de Resultados
Pasos:

1. Los resultados seran entregados inmediatamente de haberse concluido el andlisis.

8.7 Archivo de Resultados
Pasos:
1. Ladata virtual del citdbmetro sera almacenada en unidades de almacenamiento de
manera mensual y anual.

2. Elregistro fisico del resultado sera archivado por el personal del area.
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9. Complicaciones

Ninguna.

10. Anexos

REPORTE DE ANALISIS DE ENUMERACION DE CPH CD34+ DE CITOMETRIA DE FLUJO

ANEXO 1

U

SB/USDXT-PC-V.01
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ANEXO 2

RESULTADO DE ENUMERACiISN DE CPH CD34+ POR CITOMETRIA DE FLUJO

il

()

i Instituto Nacional de Salud
> R del Nino - San Borja

SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA
INMUNOLOGIA ESPECIALIZADA — CITOMETRIA DE FLUJO

TIPO DE MUESTRA (remitida): EDAD:
SERVICIO: TPH
DIAGNOSTICO:

MEDICO SOLICITANTE:

FECHA RECEPCION MUESTRA:

NOMBRE DONANTE: HISTORIA CLINICA:
NOMBRE PACIENTE: HISTORIA CLINICA:

HORA RECEPCION MUESTRA: am

RESULTADO

CF-SCE 00 -16

ENUMERACION DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS POR

CITOMETRIA DE FLUJO

Células CD34+ viables: cél/ul
Células CD45 viables: cél/ul
Células CD34+ total: cél/ul
Viabilidad CD34+: %
Células CD34+/CD45+: %
METODOLOGIA:

CF/PROTOCOLO ISHAGE
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IIl. Procedimiento de Estudio de Enfermedad Minima Residual de
Leucemias Agudas por Citometria de Flujo de 8 Colores

1. Titulo
Procedimiento de Estudio de Enfermedad Minima Residual de Leucemias Agudas por

Citometria de Flujo de 8 colores.

2. Codigo
CPT: 88188

3. Objetivo
Deteccion de células inmaduras o blastos con fenotipo patolégico de estirpes linfoide B,

linfoide T o mieloide, luego de haber sometido al paciente a tratamiento.

4. Indicaciones
INDICACIONES ABSOLUTAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el estudio de
enfermedad minima residual de Leucemias Agudas de estirpe linfoide B
INDICACIONES RELATIVAS.- Realizar el estudio de enfermedad minima residual de

Leucemias agudas de estirpe T o mieloide.

5. Contraindicaciones

Ninguna.

6. Responsables
e Médico Patdlogo Clinico.
e Tecnologo Médico.
e Biologo.

e Técnico de Laboratorio.
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7. Materiales e Insumos
7.1 Equipos Biomédicos
e Citometro de Flujo FACS Canto Il de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP Cy5.5, PE
Cy7, APC y APC-H7
e Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos.
e Agitador de tubos o vortex
e Reloj de tiempo con alarma
e Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamano.

e Bomba de succion aspiracion

7.2 Material médico no Fungible
e Tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2
e (Gradillas para los tubos solicitados
e Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 pL
e Micropipeta de volumen variable 10 pL - 200 pL
e Micropipeta de volumen variable 0.5 puL - 10 uL
e Punteras descartables de 100 pL - 1000 pL
e Punteras descartables de 10 pL - 200 puL
e Punteras descartables de 0.5 uL - 10 pL
e Tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en la aguja el

citometro

7.3 Material médico Fungible

Reactivos

e Perla calibradora de citometro de flujo de 8 colores
e Perla calibradora para citometria de flujo 7 colores
e Perlas de compensacion de 8 colores

e Anticuerpos monoclonales segiin panel

Materiales

e (Guantes de nitrilo descartables

e Lentes protectores de policarbonato
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Soluciones

Solucién buffer para citometria de flujo

Solucion shut down para el citémetro de flujo

Solucién de limpieza para el citometro de flujo

Agua destilada estéril

PBS (10mM fosfato Na + K + 0.9% cloruro de sodio pH 7.4) con 0.5% albumina bovina
séricay 0.09% azida de sodio

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

Solucién lisante de glicol dietileno y formaldehido

Solucion permeabilizante para citometria de flujo

8. Procedimiento

TIEMPO: 50 minutos

8.1 Recepcion de la Muestra

Pasos:

1. Revisar que la muestra no presente coagulos, que el tubo se encuentre rotulado.

2. Ademas se debe adjuntar una lamina realizada al momento de la puncion, para
calcular la celularidad.

3. Laorden debe indicar los datos completos del paciente como nombre, historia clinica,
edad, diagnéstico, solicitud de estudio, datos clinicos, iltimo examen hematolégico, y
demas.

4. Anotar datos del paciente en el cuaderno de registro, designandole el cédigo interno
de citometria de flujo (CF).

5. Trillado de estudio base de citometria y otros controles, deben ser anotados y
adjuntados a la orden. =
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8.2 Preparacion de Muestra

Pasos:

1. Revisar al microscopio la lamina para calcular celularidad de la muestra.

2. Rotular tubos 12x75 mm con el cédigo interno (CF).

3. Pipetear 250 uL o més de sangre medular segiin celularidad de la muestra.

4. Agregar 5 o 7 L de anticuerpo de superficie a todos los tubos segun diagnostico
(anexo 1)

5. Voértex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

6. A los tubos con marcacion sélo de superficie, adicionar 2 mL de solucion lisante para
destruir la serie roja. Vértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante para la
eliminacion sin tocar el pellet de la serie blanca. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5%
albiimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio. Vortex y centrifugar a 540g por 5
minutos. Aspirar el sobrenadante para la eliminacion sin tocar el pellet de la serie
blanca. Resuspender con 500 pL de PBS con 0.5% albimina bovina. Vortex y guardar a
4 °C en oscuridad hasta la lectura o adquisicion.

7. A los tubos con marcaciéon citoplasmaética, primero adicionar 100 pL de solucion

fijadora. Vértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albiimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio,
vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante. Luego, adicionar
100 pL de solucién permeabilizante, y agregar 5 o 7 pL de anticuerpo para marcacion
citoplasmatica segin indica el panel. Vértex e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albiimina bovina sérica y
0.09% azida de sodio, vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el
sobrenadante. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina séricay 0.09% azida
de sodio. Vértex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante sin tocar
el pellet de la serie blanca. Resuspender con 500 pL de PBS con 0.5% albumina bovina

sérica. Vortex y guardar a 4 °C en oscuridad hasta la lectura o adquisicion.
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8.3 Adquisicion en el Clitometro

Pasos:

1.

Aperturar el area de trabajo de Diva (Workspace) en donde se tiene:

o Browser: ventana donde se organizan las carpetas, subcarpetas y archivos de cada
usuario.

o Instrument Cytometer: panel de los controles del citometro, parametros,
compensaciones, threshold.

o Adquisition Dashboard: panel de adquisicion (comenzar adquisicion, salvar
eventos, regiones)

o Inspector: Informacién detallada sobre la ventana o plot que se encuentre
seleccionado.

o Global worksheet: plantilla de trabajo que contiene los plots, estadisticas,
informacion sobre el experimento y anotaciones del usuario.

Realizados los pasos para poner en marcha el citometro (hacer 1° un “fluidics

startup”, duracion 7 minutos, 2° cleaning modes y conectar el citbmetro).

Proceder con el protocolo de lavado diario del equipo, usando solucién conrad y agua

destilada.

Seleccionar carpeta y abrir un experimento designandole el nombre del codigo

interno.

El experimento lleva asociada una plantilla o Global Worksheet, seleccionamos la

worksheet y con botén derecho activamos Apply Analysis Template. Ademas; también

esta asociado el Cytometer Setting donde se busca y aplica el archivo del ltimo set up.

Se selecciona el experimento y se crean los tubos. Luego se abre en Experiment la

ventana del Layout donde se especificard los anticuerpos usados en el experimento

segln la plantilla.

En Acquisition Dashboard especificamos el nimero de eventos a grabar y la velocidad

de lectura. La velocidad o flow rate recomendada es “MEDIUM".

Se procede con la adquisicion del tubo. Visualizamos como se van adquiriendo los

eventos y se ajusta el threshold si es necesario, y pulsar Record para grabar los

eventos.

El nimero de eventos a adquirir son 2 000 000 eventos totales.
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8.4 Analisis de Datos
Pasos:
1. Analizar los datos adquiridos con el programa Infinicyt.
2. Luego de aparecer la ventana de andlisis manual asociada al perfil “por defecto”, abrir

el creado para las necesidades del usuario.

8.5 Reporte de Datos
Pasos:
1. El resultado final con el nombre, otros datos del paciente, los graficos analizados y la (
estadistica se efectia en una plantilla Word. ‘)
2. La orden del paciente se entregara a secretaria de la sub unidad de Patologia Clinica
para su registro, quien remite al personal técnico para su ingreso y registro asi como

demas tramites contables (SIS).

8.6 Entrega de Resultados
Pasos:
1. Los resultados del estudio de enfermedad minima residual de LA seran entregados

inmediatamente de haberse concluido el analisis.

8.7 Archivo de Resultados

Pasos: q\_)

1. Ladata virtual del citémetro sera almacenada en unidades de almacenamiento de

manera mensual y anual.

2. Elregistro fisico del resultado sera archivado por el personal del area.

9. Complicaciones

Ninguna.
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10. Anexos
ANEXO 1
EMR LLA-B
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC | APC-H7
CD20 CD45 CD81 |CD66¢c/CD123 CD34 CD19 CD10 CD38
Tubo 1
5 7 5 7/4 5 5 1 7
CD66¢ PE/CD123 PE es opcional. Si CD66c fue positivo en diagndstico solo usar
éste, e igual con CD123.
Marcar CD66¢c y CD123 a la vez cuando no se tiene inmunofenotipo
diagndstico.
210% blastos en lamina, adquirir 100 000 eventos
<10% blastos en lamina, adquirir 2 000
000 eventos
EMR LLA-T
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
cyCD3 CD45 nuTdT CD99 CD5 CD19 CD7 smCD3
Tubo 1
5 5 5 10 5 4 5
cyCD3 CD45 CD2 CD56 CD4 CD8 CDla smCD3
Tubo 2
5 5 10 7 5 10 5
Adquirir 2 000 000 eventos totales
EMR EARLY LLA-T A
V450 V500 FITC PE | PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
cyCD3 CD45 nuTdT | CD99 CDS CD19 CD7 smCD3
Tubo 1
5 5 5 5 10 5 4 5
cyCD3 CD45 CD8 _ CD4 HLADR | CD117 | smCD3
Tubo 2
5 5 5 7 5 4 5
Tubo 2: CD8 FITC es opcional, se puede cambiar con CD2
Adquirir 2 000 000 eventos totales
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EMRLPA
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC AF 750
HLADR CDh45 CD15 CD13 CD34 CD117 CD11b CD38
Tubo 1
5 7 10 7 7 5 5 5
HLADR cD45 cyMPO cD13 CD34 CD117 CD33 CD14
Tubo 2
5 7 7 7 7 5 4 5

CD203c PE
Adquirir 2 000 000 eventos totales

Tubo 2: CD13 PE es opcional si en diagndstico hubo componente basofilico marcar

EMR LMA M0, M1, M2

SB/USDXT-PC-V.01

PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 | APC | APC-H7
HLADR CD45 CD16 | CD13 CD34 CD117 | CD11b | CD10
Tubo 1
5 5 5 7 7 5 5 5
HLADR CD45 CD15 | CD64 CD34 CD117 | CD33 CD38
Tubo 2
5 5 10 5 7 5 5 5
HLADR CD45 - CD56 CD34 CDh117 CD7 CD19
Tubo 3
5 5 5 7 5 4 5
Tubo 1: CD10 APCH7 es opcional, si en diagndstico expreso
CD19 cambiarlo
Tubo 2 es opcional, segin diagnostico se marca
CD7 FITC 0 CD15 FITC
Tubo 2: CD64 PE es opcional, si en diagndstico
expres6 CD56 cambiarlo
l/Wguba 3 es opcional, mirar fenotipo diagnéstico
[{7 dquirir 2 000 000 eventos totales
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EMR LMA M4, M5

PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC | APC-H7
HLADR CD45 CD16 | CD13 CD34 CD117 | CD11b CD10
Tubo 1
5 5 ] 7 5 5 5 5
HLADR CD45 CD35 | CDh64 CD34 CD117 | IREM2 CD14
Tubo 2
5 5 5 5 5 5 ] 5
HLADR CD45 CD15 | CD56 CD34 CD117 CD33 CD38
Tubo 3
5 5 10 5 5 5 5 4
Tubo 3 es opcional, segin diagndstico se marca CD7 FITC o CD15 FITC
Adquirir 2 000 000 eventos totales
EMR LMA M7
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC | APC-H7
HLADR | CD45 CD36 CD13 CD34 CD117 | CD11b | CD71
Tubo 1
5 & 5 5 5 5 5 5
HLADR | CD45 |CD42a/CD61| CD64 CD34 CD117 | CD42b _
Tubo 2
5 5 3/4 5 5 5 3
HLADR CD45 CDh41 CD56 CD34 CD117 CD7 CD38
Tubo 3
5 ] 3 5 5 5 4 4
El CD7 APC es opcional, marcar solo si expreso6 en diagndstico
El CD56 PE es opcional, marcar sélo si expreso en
diagndstico
Adquirir 2 000 000 eventos totales
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EMR LEUCEMIA CEL.
DENDRITICAS
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 | CD11b CD10
Tubo 1
5 5 5 5 5 5 5 5
HLADR CD45 CD36 CD56 CD34 CDh117 CD33 CD71
Tubo 2
5 5 ) 5 5 5 5 5
CD4 CD45 CD7 CD203c CD34 CD117 | CD123
Tubo 3
5 5 10 10 5 5 5
Tubo 3: seguin diagndstico se marca CD4 V450 o HLADR V450, y
CD7 FITC 0 CD15 FITC
Adquirir 2 000 000 eventos totales
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Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Lyon: IARC; 2008.
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multiparamétrica que permite detectar enfermedad minima residual por debajo del limite
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IV. Procedimientos de Estudio de Leucemia Aguda por Citometria
de Flujo de 8 Colores

1. Titulo

Procedimiento de Estudio de Leucemia Aguda por Citometria de Flujo de 8 colores.
2. Codigo

CPT: 88189
3. Objetivo

Deteccion del linaje de células inmaduras o blastos con fenotipo patolégico como ayuda al

diagndstico de leucemia aguda.

4, Indicaciones

INDICACIONES ABSOLUTAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el estudio de

leucemias agudas en muestra de médula 6sea por Citometria de flujo

INDICACIONES RELATIVAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el estudio de

leucemias agudas en muestra de sangre periférica por Citometria de flujo

5. Contraindicaciones
Ninguna.
6. Responsables

e Meédico Patdlogo Clinico.
e Tecnologo Clinico.
e Biodlogo.

e Técnico de Laboratorio.
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7. Materiales e Insumos

7.1 Equipos Biomédicos

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

e Refrigeradora/ conservadora de 4 2C para reactivos.

e Agitador de tubos o vortex

e Reloj de tiempo con alarma

e Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamano.

e Bomba de succion aspiracion

7.2 Material médico no Fungible

e Tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2

e (Gradillas para los tubos solicitados

e Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 pL

e Micropipeta de volumen variable 10 pL - 200 pL

e Micropipeta de volumen variable 0.5 pL - 10 pL

e Punteras descartables de 100 puL - 1000 pL

e Punteras descartables de 10 pL - 200 pL

e Punteras descartables de 0.5 pL. - 10 pL

e Tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapay anillo que calce en la aguja el

citometro

7.3 Material médico Fungible
Reactivos

e Perla calibradora de citoémetro de flujo de 8 colores
e Perla calibradora para citometria de flujo 7 colores
e Perlas de compensacion de 8 colores

e Anticuerpos monoclonales segin panel
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Materiales
e (Guantes de nitrilo descartables

e Lentes protectores de policarbonato

Soluciones

e Solucion buffer para citometria de flujo

e Solucion shut down para el citdbmetro de flujo

e Solucion de limpieza para el citometro de flujo

e Agua destilada estéril

e PBS (10mM fosfato Na + K + 0.9% cloruro de sodio pH 7.4) con 0.5% albiimina bovina
séricay 0.09% azida de sodio

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

e Solucion lisante de glicol dietileno y formaldehido

e Solucion permeabilizante para citometria de flujo

8. Procedimiento

TIEMPO: 50 minutos

8.1 Recepcion de la Muestra

Pasos:

1. Revisar que la muestra no presente coagulos, que el tubo se encuentre rotulado.

2. Ademas se debe adjuntar una lamina realizada al momento de la puncidn, para
calcular la celularidad.

3. Laorden debe indicar los datos completos del paciente como nombre, historia clinica,
edad, diagnéstico, solicitud de estudio, datos clinicos, iltimo examen hematologico, y
demas.

4. Anotar datos del paciente en el cuaderno de registro, designandole el cddigo interno

de citometria de flujo (CF).
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8.2 Preparacion de Muestra

Pasos:
1. Revisar al microscopio la lamina para calcular celularidad de la muestra.
2. Rotular tubos 12x75 mm con el codigo interno (CF).
3. Pipetear 250 pL o mas de sangre medular seglin celularidad de la muestra.
4. Agregar 5 o 7 uL de anticuerpo de superficie a todos los tubos segln diagnostico
(anexo 1)
5. Vortex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
6. Adicionar 100 pL de solucién fijadora. Vortex e incubar 10 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina sérica y
0.09% azida de sodio, vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el
sobrenadante. Luego, adicionar 100 pL de solucién permeabilizante, y agregar 5 o 7
uL de anticuerpo para marcacion citoplasmatica segiin el panel. Vortex e incubar 10
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5%
albimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio, vortex y centrifugar a 540g por 5
minutos. Aspirar el sobrenadante. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina
sérica y 0.09% azida de sodio. Vértex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el
sobrenadante sin tocar el pellet de la serie blanca. Resuspender con 500 pL de PBS
con 0.5% albimina bovina sérica. Vortex y guardar a 4 °C en oscuridad hasta la
lectura o adquisicion.

Segun el linaje de los blastos determinado por el tubo screening se procede a realizar
el marcaje del panel complementario.

Para el panel complementario, rotular tubos 12x75 mm con el codigo interno (CF).

Pipetear 50 pL o mas de sangre medular segun celularidad de la muestra.

. Agregar 5 o 7 uL de anticuerpo de superficie a todos los tubos segun el panel

complementario (Anexo 2)

. Vértex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

. Solamente a los tubos con marcaje de superficie, adicionar 2 mL de solucion lisante

para destruir la serie roja. Vortex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en

oscuridad.
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Centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante y eliminarlo sin tocar el
pellet de la serie blanca. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albiimina bovina sérica y
0.09% azida de sodio. Vértex y centrifugar a 540g por 5 minutos.

Aspirar el sobrenadante y eliminarlo sin tocar el pellet de la serie blanca. Resuspender
con 500 pL de PBS con 0.5% albimina bovina. Vértex y guardar a 4 °C en oscuridad
hasta la lectura o adquisicion.

13. A los tubos con marcado citoplasmatico, adicionar 100 pL de solucién fijadora. Vortex
e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, luego adicionar 2 mL de
PBS con 0.5% albtimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio, vértex y centrifugar a
540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante. Luego, adicionar 100 puL de solucion
permeabilizante, y agregar 7 uL de anticuerpo para marcacion citoplasmatica segin
indica el panel. Vértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio,
vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante. Adicionar 2 mL de
PBS con 0.5% albiimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio. Vértex y centrifugar a
540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante sin tocar el pellet de la serie blanca.
Resuspender con 500 pL de PBS con 0.5% albtimina bovina sérica. Vortex y guardar a

4 °C en oscuridad hasta la lectura o adquisicion

8.3 Adquisicion en el Citometro

Pasos:
1. Aperturar el area de trabajo del Software Diva (Workspace) en donde se identifican:
a. Browser: ventana donde se organizan las carpetas, subcarpetas y archivos de cada
usuario.
b. Instrument Cytometer: panel de los controles del citometro, parametros,
compensaciones, threshold.
c¢. Adquisition Dashboard: panel de adquisicion (comenzar adquisicion, salvar
eventos, regiones)
d. Inspector: Informacion detallada sobre la ventana o plot que se encuentre

seleccionado.
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e. Global worksheet: plantilla de trabajo que contiene los plots, estadisticas,

informacion sobre el experimento y anotaciones del usuario.

2. Establecer en marcha el citobmetro (hacer 1° un “fluidics startup”, duracion 7 minutos,
2° cleaning modes y conectar el citdbmetro).

3. Proceder con el protocolo de lavado diario del equipo, usando solucién conrad y agua
destilada.

4. Seleccionar carpeta y abrir un experimento designandole el nombre del codigo
interno.

5. El experimento lleva asociada una plantilla o Global Worksheet, seleccionamos la
worksheet y con botén derecho activamos Apply Analysis Template. Ademas; también
estd asociado el Cytometer Setting donde se debe buscar y aplicar el archivo del ultimo
set up.

6. Seleccionar el experimento y se crearan los tubos. Luego abrir en Experiment la
ventana del Layout donde se especificara los anticuerpos usados en el experimento
segun la plantilla.

7. En Acquisition Dashboard especificaremos el nimero de eventos a grabar y la
velocidad de lectura. La velocidad o flow rate recomendada es “MEDIUM".

8. Se procede con la adquisicion del tubo. Visualizar como se van adquiriendo los eventos
y ajustar el threshold si fuese necesario, y pulsar Record para grabar los eventos.

9. Elnumero de eventos a adquirir son 100 000 eventos totales.

1. Analizar los datos adquiridos con el programa Infinicyt.
2. Luego de aparecer la ventana de analisis manual asociada al perfil “por defecto”, abrir

el creado para las necesidades del usuario.

7" 8.5 Reporte de Datos
Pasos:
1. Elresultado final con el nombre, otros datos del paciente, los graficos analizados y la

LK estadistica se efectiia en una plantilla Word.
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2. Laorden del paciente se entregara a secretarfa del Servicio de Patologia Clinica para
su registro, quien remite al personal técnico para su ingreso y registro asf como

demas tramites contables (SIS).

8.6 Entrega de Resultados

Los resultados del estudio de linaje de leucemia aguda seran entregados inmediatamente

de haberse concluido el anlisis.

8.7 Archivo de Resultados

Pasos:

(l 1. La data virtual del citdbmetro sera almacenada en unidades de almacenamiento de

manera mensual y anual.

2. Elregistro fisico del resultado sera archivado por el personal del area.
9. Complicaciones
Ninguna.

10. Anexos

‘ Fecha: Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina: 37 de56




Y,
&

- | Ministerio  Instit
PERU de Salud -

ANEXO 1
SCREENING LA
PERCP
V450 V500 FITC PE Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
cyCD79
ALOT cyCD3 CD45 cyMPO a CD34 CD19 CD7 _
7 5 5 5 7 5 4
Blastos CD19, cyCD79a positivos, cyMPO negativo: realizar panel
complementario de LLA B
cyCD3 opcional, agregar si CD7 es positivo: si ambos salen positivos realizar panel
complementario LLA T
Blastos cyMPO positivo, o cyCD3/CD7 y CD19/CD79a negativos: realizar panel complementario de
LMA
Adquirir 100 000 eventos totales
ANEXO 2
COMPLEMENTARIO LLA-B
V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 Cb20 CD45 |CD15/CDw65| CD66c CD34 CcD19 CcDb10 CD38
5 5 5/5 5 5 5 4 5
4
Tubo 2 CD9 CD45 cylgM CD123 - CD19S smigM CD81
5 5 5 5 5 4 5
2 _ CD45 nuTdT NG2 _ CD19 CD24
-°NTubo 3 -
5 5 5 5 5
{ Tubo 2: hacer un lavado con buffer+albimina
Tubo 3: NG2 es opcional, sélo marcarlo si CD10 sali6 negativo
Adquirir 100 000 eventos totales
<
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COMPLEMENTARIO LLA-T
V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7| APC | APC-H7
Tubo 1 cyCD3 CD45 nuTdT CD99 CD5 CD10 CDla | smCD3
7 5 5 ) 10 o] 10 5
cyCD3 CD45 Cb2 CD56 CD4 CD8 CD7 smCD3
Tubo 2
7 a3 10 5 7 5 4 5
Tubo 3 cyCD3 CD45 TCRgd TCRab CD33 CD117 | CD123 | smCD3
7 5 5 7 10 5 4 5
S — cyCD3 CD45 CD44 CD13 _ HLADR | CD45RA | smCD3
7 5 7 7 5 5 5
Tubo 4 es opcional, solo se marca si se sospecha de LLA T estadio early-T
Adquirir 100 000 eventos totales
COMPLEMENTARIO LPA
V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 | CD11b CD38
7 5 5 7 7 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD45 CD15 CD56 - CD117 CD33 cD14
7 5 10 10 5 ] 5
HLADR | CD45 | cCD2 _ CD117 _
Tubo 3 - -
7 5 10 5
Tubo 3 es opcional, se marca si hay sospecha de LPA hipogranular
Adquirir 100 000 eventos totales
COMPLEMENTARIO LMA MO, M1, M2
V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD38
7 5 b 7 7 5 4 5
Tubo 2 HLADR CD45 CD15 CD64 CD34 CD117 CD123 CD14
7 5 10 5 7 5 4 5
Tubo 3 HLADR CD45 CD36 CD56 CD34 CD117 CD33 CD71
7 5 5 5 7 5 5 5
Adquirir 100 000 eventos totales
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COMPLEMENTARIO LMA M4, M5

V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5| PE-Cy7 APC APC-H7
HLADR CD45 CD16 CcD13 CD34 CD117 | CD11b CD38
Tuted 7 5 5 7 7 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD45 CD35 CD64 CD34 CD117 IREM2 CD14
7 5 5 5 7 5 5 5
HLADR CD45 CD36 NG2 CD34 CD117 | €D123 CD71
Tubo 3
7 5 5 10 7 5 5 5
Tubo 3: NG2 es opcional, se marca si es LMA M5
Adquirir 100 000 eventos totales
COMPLEMENTARIO LMA M7
V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 | APC | APC-H7
HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 |[CD11b| CD38
TR0 7 5 5 7 7 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD45 CD36 CD56 CD34 CD117 | CD33 | CD71
7 5 5 10 7 5 5 5
HLADR CD45 |CD42a/CD61 _ CD34 CD117 | CD123 _
Tubo 3
7 5 3/4 7 5 5
HLADR CD4a5s CD41 _ CD34 CD117 | CD42b _
Tubo 4
7 5 3 7 5 3
Aplicar panel completo a pacientes pediatricos con 5d Down.
Adquirir 100 000 eventos totales
OMPLEMENTARIO LEUCEMIA CEL. DENDRITICAS
vas0 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7
Tubo 1 HLADR CD45 | CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD38
7 5 3 7 7 5 5 5
Tubo 2 HLADR CD45 | CD35 CD64 CD34 CD117 IREM2 CD14
7 5 5 5 7 5 5 5
Tubo 3 HLADR CD45 | CD36 NG2 CD34 CD117 cb7 (D71
7 5 5 10 7 5 9 5
dbio i CcDh4 CD45 - CD203c CD34 CD117 CD123 _
9 5 5 10 7 5 5
7| Tubo 4: Anticuerpo de V450 es opcional, o repetimos HLADR o marcamos CD4
'Adquirir 100 000 eventos totales
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V. Procedimiento de Estudio de Liquido Cefalorraquideo por
Citometria de Flujo

1. Titulo
Procedimiento de Estudio de Liquido Cefalorraquideo por Citometria de Flujo.
2. Codigo
CPT: 88187
)

3. Objetivo

Deteccion de infiltracion meningoencefalica de células maduras o blastos con fenotipo

patolégico.
4. Indicaciones

INDICACIONES ABSOLUTAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el estudio de
infiltracion de leucemias agudas en muestra de liquido cefalorraquideo por citometria de

flujo

INDICACIONES RELATIVAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el estudio de
infiltracion de leucemias agudas en muestra de liquido cefalorraquideo por citometria de

flujo de los pacientes de nuestra institucion. L)

Ninguna.

6. Responsables

* Medico Patoélogo Clinico.
* Tecndlogo Clinico.

* Biologo.

*Técnico de Laboratorio.
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7. Materiales e Insumos

7.1 Equipos Biomédicos

°

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

Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos.

Agitador de tubos o vortex

Reloj de tiempo con alarma

Centrifuga de mesa con buckets para tubos de diferente tamano.

Bomba de succion aspiracion

Cabina de flujo laminar

7.2 Material médico no Fungible

Tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2

Gradillas para los tubos solicitados

Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 pL

Micropipeta de volumen variable 10 pL - 200 pL

Micropipeta de volumen variable 0.5 pL - 10 pL

Punteras descartables de 100 pL - 1000 pL

Punteras descartables de 10 pL - 200 pL

Punteras descartables de 0.5 pL - 10 pL

Tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en la aguja el

citometro

7.3 Material médico Fungible

Reactivos

Perla calibradora de citémetro de flujo de 8 colores
Perla calibradora para citometria de flujo 7 colores
Perlas de compensacion de 8 colores

Solucién estabilizadora de células sanguineas.

Anticuerpos monoclonales segtin panel
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Materiales

e Guantes de nitrilo descartables

e Lentes protectores de policarbonato

Soluciones

e Solucién buffer para citometria de flujo

e Solucién shut down para el citobmetro de flujo

e Solucion de limpieza para el citdmetro de flujo

e Agua destilada estéril

e PBS (10mM fosfato Na + K + 0.9% cloruro de sodio pH 7.4) con 0.5% albimina bovina
séricay 0.09% azida de sodio

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

e Solucion lisante de glicol dietileno y formaldehido

e Solucidén permeabilizante para citometria de flujo

8. Procedimiento

TIEMPO: 50 minutos

8.1 Recepcion de la Muestra

Pasos:

El tubo con EDTA K2 debe contener 100 uL de solucion estabilizadora de células
sanguineas previa extraccion de la muestra de LCR. El tubo serd proporcionado por el
laboratorio y tendra un rétulo de Transfix adicionado.

Revisar que la muestra sea transparente, sin presencia de sangre o precipitados, y

verificar que el rotulado corresponda con el de la orden médica.

La orden debe indicar los datos completos del paciente como nombre, historia clinica,
edad, diagndstico, solicitud de estudio, datos clinicos, Gltimo examen hematologico, y
otros datos médicos relevantes.

Anotar los datos del paciente en el cuaderno de registro y designar cédigo interno de

citometria de flujo (CF).

AY
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8.2 Preparacion de Muestra

Pasos:

1. Rotular 1 tubo 12x75 mm con el cddigo interno (CF).Trasvasar a este tubo todo el

O

)

contenido de LCR enviado.

. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio, vortex y

centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante.

Agregar 2 ul. de anticuerpo de superficie al tubo segun indica el panel (anexo 1).

Vortex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Si el panel indica marcacion citoplasmatica, a continuacion se procede con lo siguiente:
adicionar 50 pL de solucion fijadora. Vortex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% alblimina bovina sérica y 0.09% azida de
sodio, vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante. Luego, adicionar
50 pL de solucién permeabilizante, y agregar 2 uL de anticuerpo para marcacion
citoplasmatica segtin indica el panel. Vortex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Adicionar 2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina sérica y 0.09% azida de
sodio, vortex y centrifugar a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante sin tocar el pellet
de la serie blanca.

Resuspender con 500 puL de PBS con 0.5% albtiimina bovina sérica. Vortex y guardar a 4 ¢C

en oscuridad hasta la lectura o adquisicion.

. Si el panel indica s6lo marcacién de membrana, a continuacion se procede con lo siguiente:

agregar 2 pL de anticuerpo de superficie al tubo segtn el panel (Anexo 1). Vortex e incubar
20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Adicionar 1 mL de solucion lisante
para destruir la serie roja. Vortex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Centrifugar a 540g por 5 minutos.

Aspirar el sobrenadante para la eliminacion sin tocar el pellet de la serie blanca. Adicionar
2 mL de PBS con 0.5% albimina bovina sérica y 0.09% azida de sodio. Vortex y centrifugar
a 540g por 5 minutos. Aspirar el sobrenadante para la eliminacién sin tocar el pellet de la
serie blanca. Resuspender con 500 puL de PBS con 0.5% albimina bovina. Vértex y guardar

a 4 °C en oscuridad hasta la lectura o adquisicién.
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8.3 Adquisicion en el Citometro

Pasos:

. Aperturar el drea de trabajo de Diva (Workspace) en donde se identifican:

a) Browser: ventana donde se organizan las carpetas, subcarpetas y archivos de cada
usuario.

b) Instrument Cytometer: panel de los controles del citometro, parametros,
compensaciones, threshold.

¢) Adquisition Dashboard: panel de adquisicién (comenzar adquisicion, salvar eventos, (2
regiones) 4

d) Inspector: Informacion detallada sobre la ventana o plot que se encuentre seleccionado.

e) Global worksheet: plantilla de trabajo que contiene los plots, estadisticas, informacion

sobre el experimento y anotaciones del usuario.

. Establecer en marcha el citémetro (hacer 1° un “fluidics startup”, duraciéon 7 minutos, 2°

cleaning modes y conectar el citometro).

. Proceder con el protocolo de lavado diario del equipo, usando solucion conrad y agua

destilada.

. Seleccionar carpeta y abrir un experimento designandole el nombre del codigo interno.

. El experimento lleva asociada una plantilla o Global Worksheet, seleccionamos la

worksheet y con botén derecho activamos Apply Analysis Template. Ademas; también esta
asociado el Cytometer Setting donde se busca y aplica el archivo del altimo set up.
Se selecciona el experimento y se crean los tubos. Luego abrir en Experiment la ventana
del Layout donde se especificara los anticuerpos usados en el experimento segun la
plantilla.
Seleccionar el tubo y activar en la pestaiia Threshold cambiando el FSC a 25,000.
En Acquisition Dashboard especificamos el nimero de eventos a grabar y la velocidad de
lectura. La velocidad o flow rate recomendada es “MEDIUM".
Se procede con la adquisicion del tubo. Visualizamos como se van adquiriendo los
eventos y se ajusta el threshold si es necesario, y pulsar Record para grabar los eventos.

El nimero de eventos a adquirir son 100 000 eventos totales.
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8.4 Analisis de Datos

Pasos:
1. Analizar los datos adquiridos con el programa Infinicyt.
2. Luego de aparecer la ventana de andlisis manual asociada al perfil “por defecto”, abrir el

creado para las necesidades del usuario.
8.5 Reporte de Datos

Pasos:

1: El resultado final con el nombre, otros datos del paciente, los graficos analizados y la
estadistica se efectia en una plantilla Word.

2. La orden del paciente se entregara a secretaria de la sub unidad de Patologia Clinica
para su registro, quien remite al personal técnico para su ingreso y registro asi como

demas tramites contables (SIS).
8.6 Entrega de Resultados
Los resultados del estudio de enfermedad minima residual de LA seran entregados

inmediatamente de haberse concluido el analisis.

8.7 Archivo de Resultados

Pasos:

1. La data virtual del citdbmetro sera almacenada en unidades de almacenamiento de
manera mensual y anual.

2. El registro fisico del resultado serd archivado por el personal del area.

9. Complicaciones

Ninguna.

Fecha: Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina: 47 de56




%

‘O - | Ministerio =
LR PERU

SB/USDXT-PC-V.01.

10. Anexos
ANEXO 1
PANEL

V450 V500 FITC PE | PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 | APC | APC-H7

CD20 CD45 _ _ CD34 CD19 |CD10|CD3/CD14
LLA-B

2 2 2 2 2 2/2

Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25 000

vas50 V500 FITC PE |PERCP Cy5.5|PE-Cy7 | APC | APC-H7

cyCD3 CD45 nuTdT CD99 CD3 CD56 | CD7 | CD14
LLA-T

2 2 2 2 2 2 2 2

Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25 000

V450 V500 FITC PE | PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 |APC| APC-H7
LMA MO, HLADR CD45s _ CD13 CD34 CD117 |CD7 |CD3/CD14
M1, M2 2 2 2 2 2 | 2| 22
Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25 000

M%D? APC ses opcional, marcar segun diagndstico.
/ |
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PERCP PE-
V450 V500 FITC PE Cy5.5 Cy7 | APC | APC-H7
CD1 CD3 | CD3/CD1
LMA M3 HLADR CD4s CD15 3 _ CD117| 3 4
2 2 2 2 2 2 2/2
Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25
000
PERCP PE-
V450 V500 FITC PE Cy5.5 Cy7 | APC | APC-H7
CD6 IREM | CD3/CD1
LMA M4, HLADR CD45 CD35 4 CD34 CD117| 2 4
M5
2 2 2 2 2 2 2 2/2
Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25
000
PERCP PE-
V450 V500 FITC PE Cy5.5 Cy7 | APC | APC-H7
smig CD1 | €D3/CD1
Burkitt o CD20 CD45 smigL K B CD19 | © 4
LBDCG
2 2 2 2 2 2 2/2
Adquirir toda la muestra con threshold FSC a 25
000
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Vl Procedlmlento de Recuento de Linfocntos T CD4/CD8 por
Citometria de Flujo

1. Titulo

Procedimiento de recuento de Linfocitos T CD4/CD8 por Citometria de Flujo.

2. Codigo
CPT: 88201

3. Objetivo

Recuento de linfocitos T colaboradores (CD4+) y T citotéxicos (CD8+) en sangre periférica.

4. Indicaciones

INDICACIONES ABSOLUTAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el recuento de
linfocitos T CD4/CD8 en sangre periférica por citometria de flujo

INDICACIONES RELATIVAS.- Estandarizar el proceso a realizarse para el recuento de
linfocitos T CD4/CD8 en sangre periférica por citometria de flujo de los pacientes de

nuestra institucion.

5. Contraindicaciones

Ninguna.

6. Responsables
e Médico Patologo Clinico.
e Tecnologo Médico.
e Bidlogo.

e Técnico de Laboratorio.
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e Citometro de Flujo FACS Canto I de 8 colores: V450, V500, FITC, PE, PerCP Cy5.5, PE
Cy7, APCy APC-H7
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7. Materiales e Insumos

7.1 Equipos Biomédicos

e Refrigeradora/ conservadora de 4 °C para reactivos.
e Agitador de tubos o vortex

e Reloj de tiempo con alarma

7.2 Material médico no Fungible )

e Tubo plastico 3 mL al vacio con EDTA K2

e Gradillas para los tubos solicitados

e Micropipeta de volumen variable 100 pL - 1000 uL

e Micropipeta de volumen variable 10 pL - 200 pL

e Micropipeta de volumen variable 0.5 pL - 10 pL

e Punteras descartables de 100 puL - 1000 pL

e Punteras descartables de 10 uL - 200 pL

e Punteras descartables de 0.5 uL - 10 pL

e Tubos de poliestireno 12 x 75 mm de 5 mL, con tapa y anillo que calce en la aguja el

citometro

7.3 Material médico Fungible
Reactivos
e Perla calibradora de citometro de flujo de 8 colores

e Perla calibradora para citometria de flujo 7 colores

e Perlas de compensacion de 8 colores
e Anticuerpos:

- CD4 V450

- CD45V500

- CD8FITC

- CD3APC
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Materiales

e (Guantes de nitrilo descartables

e Lentes protectores de policarbonato

Soluciones

e Solucion buffer para citometria de flujo

¢ Solucion shut down para el citdmetro de flujo
e Solucién de limpieza para el citémetro de flujo

e Agua destilada estéril

Solucion lisante de glicol dietileno y formaldehido

&

8. Procedimiento

TIEMPO: 60 minutos

8.1 Recepcion de la Muestra

Pasos:

1. Revisar que la muestra no presente coagulos, que el tubo se encuentre rotulado con
nombre completo y niimero de historia clinica.

2. Laorden debe indicar los datos completos del paciente como nombre, historia clinica,
edad, diagndstico, solicitud de estudio, datos clinicos, tiltimo examen hematologico, y

demas.

N

) 3. Recepcionar con resultado u orden de “Recuento de Leucocitos” de la muestra del
paciente del mismo dia de la orden de citometria de flujo.
4. Anotar datos del paciente en el cuaderno de registro, designandole el codigo interno

de citometria de flujo (CF).

8.2 Preparacion de Muestra

Pasos:

1. Rotular un tubo 12x75 mm con el codigo interno (CF).
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8.3 Adquisicion en el Citometro

5.
4
(=)

Agregar 50 jL de sangre por pipeteo inverso. Este tubo sera llamado tubo sin lavados
(LNW).

Adicionar los anticuerpos segin panel (Anexo 1).

Vértex e incubar 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Agregar 450 pL de solucién lisante para destruir la serie roja. Vortex e incubar 10
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego proceder inmediatamente con

su lectura en el citometro.

W

Pasos:

1.

Aperturar el area de trabajo de Diva (Workspace) en donde se tiene:

a) Browser: ventana donde se organizan las carpetas, subcarpetas y archivos de
cada usuario.

b) Instrument Cytometer: panel de los controles del citometro, parametros,
compensaciones, threshold.

¢) Adquisition Dashboard: panel de adquisicion (comenzar adquisicion, salvar eventos,
regiones)

d) Inspector: Informacion detallada sobre la ventana o plot que se encuentre
seleccionado.

e) Global worksheet: plantilla de trabajo que contiene los plots, estadisticas,
informacion sobre el experimento y anotaciones del usuario. L J

Realizados los pasos para poner en marcha el citometro (hacer 1° un “fluidics startup”,

duracion 7 minutos, 2° cleaning modes y conectar el citdmetro).

Proceder con el protocolo de lavado diario del equipo, usando solucion conrad y agua

destilada.

Seleccionar carpeta y abrir un experimento designandole el nombre del codigo interno.

5. El experimento lleva asociada una plantilla o Globai Worksheet, seleccionamos la

worksheet y con botén derecho activamos Apply Analysis Template. Ademas; también

esta asociado el Cytometer Setting donde se busca y aplica el archivo del altimo set up.

. Se selecciona el experimento y se crean los tubos. Luego se abre en Experiment la

ventana del Layout donde se especificara los anticuerpos usados en el experimento

segun la plantilla.

Y

Fecha : Enero 2018 Codigo : M-009/INSN- Pagina: 54 de56
SB/USDXT-PC-V.01




[Se¥0 pery |Ministerio [
-2 de Salud s

7. Seleccionar el tubo LNW y activar en la pestana Threshold “And”, luego click en “Add” y
adicionar un nuevo threshold: V500 Value = 2,000. Dejando el threshold FSC = 10,000

8. En Acquisition Dashboard especificamos el niimero de eventos a grabar y la velocidad
de lectura. La velocidad o flow rate recomendada es “"MEDIUM".

9. Se procede con la adquisicion del tubo. Visualizamos como se van adquiriendo los
eventos y se ajusta el threshold si es necesario, y pulsar Record para grabar los eventos.

10. El niimero de eventos a adquirir son 100 000 eventos totales.

8.4 Analisis de Datos
Pasos:
1. Analizar los datos adquiridos con el programa Infinicyt.
(‘) 2. Luego de aparecer la ventana de andlisis manual asociada al perfil “por defecto”, abrir
el creado para las necesidades del usuario.
3. Con el valor del recuento leucocitario obtenido con el contador hematolégico se

realiza el calculo de los valores absolutos.

8.5 Reporte de Datos
Pasos:
1. Elresultado final con el nombre, otros datos del paciente, los graficos analizados y la
estadistica se efectiia en una plantilla Word.
2. Laorden del paciente se entregard a secretaria de la sub unidad de Patologia Clinica
para su registro, quien remite al personal técnico para su ingreso y registro asi como

demas tramites contables (SIS).

8.6 Entrega de Resultados
Los resultados del estudio de enfermedad minima residual de LA seran entregados

inmediatamente de haberse concluido el analisis.

8.7 Archivo de Resultados
1. La data virtual del citometro sera almacenada en unidades de almacenamiento de
manera mensual y anual.

2. Elregistro fisico del resultado serd archivado por el personal del area.
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9. Complicaciones

Ninguna.
10. Anexos
ANEXO 1
LINF T CD4/CD8

V450 V500 FITC PE PERCP Cy5.5 | PE-Cy7 APC APC-H7

CD4 cD45 | CDS - - ~ CD3 - L
LNW

4 5 4 4

Adquirir 100 000 eventos totales
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