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RESOLUCION EXENTA N°

SANTIAGO,

VISTO Y CONSIDERANDO: Estos antecedentes, la
providencia num. 192, de 24 de enero de 2014, del Jefe (S) de Asesoria Juridica; la providencia nam.
248, de 23 de enero de 2014, de la Direccion de este Instituto; el memorandum ndm. 5, de 20 de
enero de 2014, de la Jefa del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia, en la
que solicita aprobar los documentos que adjunta, para proceder a su publicacion en la pagina Web
Institucional; y

TENIENDO PRESENTE lo dispuesto en las facultades que
me confiere la Ley Organica Constitucional de Bases Generales de la Administracién del Estado; los
articulos 60 y 61 letra a) del Decreto con Fuerza de Ley Nam. 1, de 2005, que fija el texto refundido,
coordinado y sistematizado del Decreto Ley Nam. 2.763, de 1979 y de las Leyes Nim. 18.933 y Nam.
18.469; el articulo 10 letra a) del Decreto Supremo Nim. 1.222, de 1996, del Ministerio de Salud,
que aprueba el Reglamento del Instituto de Salud Publica de Chile; asi como lo establecido en la
Resolucion Nam. 1.600, de 2008, de la Contraloria General de la Repiblica; y en el Decreto Nim. 64,
de 27 de septiembre de 2013, de la misma Secretaria de Estado, dicto la siguiente:

RESOLUTCION

UNO. APRUEBANSE las “RECOMENDACIONES PARA
INMUNOFENOTIPIFICACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN EL LABORATORIO DE
INMUNOLOGIA”, cuyo texto sera del siguiente tener:

“RESUMEN

Estas recomendaciones son elaboradas por el Laboratorio Nacional y de Referencia Inmunologia
del Instituto de Salud Pablica y revisadas por un grupo de expertos que realizan
inmunofenotipificacion de subpoblaciones linfocitarias y con demostrada experiencia en el area de
la citometria de flujo. El contenido de este documento fue acordado en el “lll Taller de
Subpoblaciones Linfocitarias en el Laboratorio de Inmunologia” realizado el 11 y 12 de mayo 2012
y se basa en los procesos pre-analitico, analitico que incluye los métodos y equipamiento,
aseguramiento de la calidad, proceso post-analitico que incluye validacion de resultados e informe
de resultado.



ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a los laboratorios que realizan inmunofenotipificacion de
subpoblaciones linfocitarias a través de método de simple o doble plataforma por citometria de
flujo.

INTRODUCCION

El estudio por citometria de flujo de los subconjuntos de leucocitos es una herramienta valiosa
para el diagnostico y seguimiento de enfermedades tales como inmunodeficiencia celular,
leucemias y linfomas. La precisa cuantificacion de los subgrupos de linfocitos es imprescindible
para la clasificacion diagnostica y las decisiones terapéuticas que se basan en ellos, por lo tanto,
existe una necesidad clinica para que el valor porcentual y recuento de subpoblaciones
linfocitarias puedan ser lo mas exactos y precisos posible.

En la década de 1980, estas estimaciones se realizaron utilizando gradiente de ficoll para separar
linfocitos y analizar con microscopia de fluorescencia. Sin embargo, los recientes avances
tecnologicos han hecho que tales métodos queden obsoletos y que el enfoque recomendado ahora
sea la inmunofenotipificacién linfocitaria multiparamétrica, utilizando sangre total y la
incorporacion de una de las tres estrategias de marcacion-analisis (gating), a saber: gating T,
gating de linaje y gating CD45/SSC.

La estandarizacion de esta metodologia ha sido publicada a través de varios grupos de trabajo que
han establecido guias técnicas dirigidas a mejorar los procesos asociados a esta determinacion,
estas actividades han permitido lograr resultados que estan estrechamente distribuidos alrededor
de la media, junto con un valor bajo de desviacion estandar. La mayoria de los valores de
coeficiente de variacion (CV) son <5% para cada parametro: CD3+, CD3+/CD4+, CD3+/CD8+, CD19+
y CD16/CD56+.

En general, los recuentos absolutos se calculan a partir del nimero absoluto de linfocitos y el valor
porcentual para el subconjunto de células, por un método denominado doble plataforma. En la
actualidad, es reconocida la importancia de la variabilidad del recuento absoluto de células T como
resultado del uso de diferentes contadores hematologicos. Para superar este problema, los
laboratorios han incorporado el método de simple plataforma que es capaz de generar recuentos
absolutos de células mas precisos y exactos. Los programas de evaluacion externa han demostrado
que el CV es consistentemente mas bajo usando dicha tecnologia y han sugerido que este enfoque
es el método de eleccion.

DEFINICIONES (TERMINOLOGIA)

— CD (cluster of differentiation o grupo de diferenciacion): son glicoproteinas que se
expresan sobre la superficie de las membranas de las células sanguineas y endoteliales. La
nomenclatura CD, define al antigeno con la sigla CD a la cual se asigna un numero por
ejemplo: CD4. La mayoria son receptores de membrana. Su cantidad varia segun el grado de
maduracion de la célula o cuando se activan algunas de sus funciones. Su presencia les
confiere caracter de "marcadores" y permiten la clasificacién celular.

— Doble plataforma: método que permite determinar la concentracion celular absoluta usando
datos derivados de la medicion con dos instrumentos: citometro de flujo y contador
hematologico.

— Forward Scatter (FSC): medicion de la luz en un angulo radial < 90° en relacion a la fuente de
luz incidente. Es cominmente usado para una estimacion del “tamanio relativo” de una célula
o particula.

— Estrategia marcacion-analisis (gating): set de parametros usados para seleccionar
electronicamente un grupo en particular de céelulas para su evaluacion. Ejemplo, gating T:
estrategia de marcacion-analisis a partir de la region de linfocitos T.

— Pipeteo reverso: técnica recomendada para pipetear soluciones con una gran viscosidad
(como es la sangre) o tendencia a formar espuma. Solo se puede realizar con pipetas de
desplazamiento de aire.
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— Side Scatter (SSC): medicion de la luz en un angulo recto (90°) en relacion a la fuente de luz
incidente. Es cominmente usado para una medida relacionada con la “complejidad interna y
superficial” de una célula o particula, tal como granularidad citoplasmatica, irregularidad de
membrana y/o forma nuclear.

- Simple plataforma: es un método que permite determinar la concentracion celular absoluta
usando todos los datos derivados de la medicion con un citémetro de flujo.

DESARROLLO

1. PROCESO PRE-ANALITICO

1.1 RECOMENDACIONES GENERALES

111  El laboratorio debe recibir junto con la muestra el formulario de solicitud de examen, el
cual debe indicar claramente fecha, hora y responsable de la toma de muestra, entre otros
antecedentes.

112 La muestra para realizar este procedimiento es sangre total y para conservar su
integridad, se recomienda colectar la muestra en tubo con anticoagulante EDTA-K2, o
EDTA-K3.

1.1.3  Las muestras pediatricas deben ser obtenidas en tubos pediatricos.

114  El volumen de muestra debe ser de acuerdo con las especificaciones del fabricante del
tubo.

115  El tubo debe estar al menos rotulado con el nombre del paciente o codigo (identificador
anico).

1.2 RECOMENDACIONES PARA RECUENTO CON CONTADOR HEMATOLOGICO

121 El resultado optimo se obtiene dentro de las primeras 6 horas después de tomada la
muestra, aunque puede variar dentro del tiempo permitido por el fabricante del contador
hematologico, pero no puede exceder las 24 horas. Se recomienda que cada laboratorio
verifique su contador hematoldgico para establecer el tiempo mas apropiado.

122 El recuento debe ser realizado solo en equipo automatizado y dentro del tiempo
especificado en 1.2.1. Si la muestra es derivada y no es posible que llegue al laboratorio
dentro de 6 horas, se recomienda enviar junto a la muestra, el hemograma
correspondiente.

1.23 Lamuestra debe ser conservada y transportada entre (15°-25°C).

124 La muestra debe ser rechazada en caso de hemdlisis, grumos, microcoagulos o
congelamiento visible, incorrecto llenado del tubo, mal rotulado.

1.3 RECOMENDACIONES PARA INMUNOFENOTIPIFICACION POR CITOMETRIA DE FLUJO.

1.3.1  Para conservar la integridad de la muestra, se recomienda colectar la muestra en tubo con
anticoagulante EDTA-K3, EDTA-K2, (tubos tapa lila) o Heparina (tubo tapa verde). El
laboratorio debe usar el anticoagulante validado por el fabricante de los reactivos, en caso
contrario debe validar su metodologia.

1.3.2 Lamuestra se conserva y transporta a T® ambiente (15°-25°C).

133 La muestra debe ser rechazada en caso de hemolisis, grumos, microcoagulos o
congelamiento visibles, incorrecto llenado del tubo o visiblemente manchado con sangre,
mal rotulado.

1.3.4 Elresultado 6ptimo se obtiene dentro de las 30 horas de tomada la muestra.

135 A partir de la extraccion de la muestra, el tiempo maximo de conservacion para realizar la
marcacion con anticuerpos monoclonales es hasta 48 horas, tiempo que puede variar
entre los fabricantes de reactivos. Una vez realizada la marcacion se debe analizar por
citometria de flujo dentro de las siguientes 24 horas. La muestra recibida después de 48
horas debe ser rechazada.



PROCESO ANALITICO.
2.1 EQUIPAMIENTO
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Los instrumentos citémetro de flujo, contador hematologico y gabinete de bioseguridad
de clase Il deben disponer del programa de mantencion preventiva de acuerdo a lo
indicado en el manual del fabricante del equipo. Ademas, se debe disponer de ficha de
equipo, instructivos y registros de uso.

EL gabinete debe disponer del certificado de “control de aire”. La certificacion debe ser
realizada por un organismo autorizado.

El citometro de flujo debe cumplir con los requisitos de instalacion establecidos por el
fabricante del equipo.

Debe existir un control diario de temperatura donde se encuentra instalado el citometro
de flujo y en donde se almacenan los reactivos y controles. EL control de temperatura se
realiza con termometros que presentan su certificado de calibracion vigente; se debe
llevar el registro correspondiente.

Las micropipetas deben estar calibradas y verificadas en balanzas que se encuentran
debidamente calibradas. El tiempo entre verificaciones no deberia superar los 6 meses, el
procedimiento de verificacion debe estar documentado

2.2 METODO
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2.2.7

2.3
231,

En la preparacion de la muestra se debe respetar las indicaciones del fabricante de los
reactivos respecto de volumen y concentracion de muestra, junto con los volumenes de
reactivos. En caso de realizar algin cambio en el método éste debe ser validado; sino
existen cambios debe verificar la metodologia. Ambos casos deben ser documentados.
El laboratorio puede obtener el nimero absoluto por alguno de los siguientes dos
métodos:

— Simple plataforma, es decir, en un citometro de flujo, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
— Doble plataforma, que incluye dos instrumentos: citometro de flujo y contador
hematolagico.

Se recomienda usar el método de simple plataforma ya que se ha demostrado que
presenta una mejor precision con resultados de menor variabilidad interlaboratorio
comparado con el método de doble plataforma. Sin embargo, si se dispone solo del
método de doble plataforma se considera primordial aplicar las recomendaciones de los
puntos 2.1.1y 2.3.1.
El pipeteo manual o electrénico de sangre y perlas fluorescentes debe ser exacto y preciso
durante la aplicacion del método de simple plataforma. El pipeteo reverso es la técnica
recomendada por los fabricantes de reactivos para dispensar estos productos.
Un método de lisado/no-lavado es requerido para simple plataforma, siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante.
El laboratorio que realiza inmunofenotipificacion de linfocitos deberia disponer de paneles
de anticuerpos monoclonales y un sistema de medicion (simple o doble Plataforma) que
permita cuantificar CD3, CD4, CD8, CD19 y CD16/56 en porcentaje y nimero absoluto.
Los paneles de anticuerpos monoclonales solo utilizan la estrategia de marcacion-analisis
CD45/SSC para determinar la poblacion de linfocitos basados en propiedades de alto brillo
fluorescente de CD45 y baja dispersion de luz en SSC. La dispersion de luz esperada para la
region de linfocitos puedes ser obtenida de FSC/SSC.

ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Si el laboratorio informa con doble plataforma debe documentar el control de calidad
interno del contador hematologico y mantener registros completos que ademas incluye lo
indicado en el punto 2.1.1.



2.3.2,

233

2.3.4.

235,

2.36.

5

Para obtener resultados optimos en el citometro de flujo se deben realizar las actividades
de control recomendadas por el fabricante del instrumento, tales como:

- Verificar alineacion optica diaria. Esto asegura sefales mas brillantes y ajustadas
en todos los parametros.

- [Estandarizacion diaria. Esto asegura que el citometro de flujo esta funcionando de
manera optima cada dia y que su funcionamiento es el mismo dia a dia.

— Compensar la superposicion espectral segin necesidad. Este paso corrige la
superposicion espectral de un fluorocromo en el espectro de fluorescencia de
otro fluorocromo.

El laboratorio debe utilizar material de control de al menos dos niveles de concentracion
de procedencia comercial, cuya matriz sea humana.

Los resultados obtenidos del control de calidad Interno deben ser presentados a través de
un meétodo grafico como por ejemplo “carta control de Levey-Jennings’, donde los
resultados se grafican secuencialmente en el tiempo (eje X), de acuerdo a su
concentracion (eje Y). En ella se deben establecer los limites de decision para descartar
errores analiticos a través de la aplicacion de la(s) regla(s) de Westgard. El analisis de los
resultados permite la validacion de una corrida analitica y el seguimiento de la fiabilidad
metroldgica a través de la imprecision analitica.

El laboratorio debe participar de un programa de evaluacion externa de la calidad que
deberia proporcionar, en lo posible, muestras semejantes a las de pacientes. Este alcance
incluye también el contador hematologico, en caso de realizar la estrategia de doble
plataforma de medicion. La direccion del laboratorio debe hacer seguimiento de los
resultados y participar en la implementacion de acciones correctivas, cuando no se
cumpla el criterio de control.

Si los controles estan fuera de rango se recomienda aplicar las medidas correctivas
indicadas en el documento ISP-CC-03/2009 "GUIA TECNICA NORMALIZADA DE CONTROL
DE CALIDAD".

PROCESO POST-ANALITICO.

3.1

3.2

Para evaluar los resultados se debe considerar:

La suma del porcentaje de células CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+ debe ser igual al porcentaje
total de células CD3+ dentro de * 5%, permitiendo un maximo de variabilidad + 10%. Sin
embargo para muestras que contienen un nimero considerable de inusuales subgrupo de
células T, es decir; células T y+, CD3+CD4+CD8+ o CD3+CD4-CD8-, esta verificacion de
confiabilidad puede sobrepasar los limites.

Se sugiere colocar una nota al médico tratante cuando los valores de células T yd+,
CD3+CD4+CD8+ superen el 5% y cuando las células CD3+CD4-CD8- superen el 10%.

La suma del porcentaje de células T (CD3+), B (CD19+) y células NK (CD3-/ CD16 y/o CD56+)
debe ser igual a la pureza de los linfocitos dentro de + 5%, con una variabilidad maxima
<10%. Si los datos son utilizados para evaluar la pureza de linfocitos, la suma idealmente
deberia estar entre 95% y 105%.

El analisis de los resultados deberia en lo posible considerar el comportamiento histérico
del paciente.

Informe de resultados:

Se debe cumplir lo descrito en el articulo 16 del Decreto 20 “Reglamento de Laboratorios
Clinicos”. Ademas se requiere contemplar los siguientes aspectos:

Debe estar escrito en idioma espaiiol.

Debe incluir intervalos de referencia biologica y su procedencia.

Mantener un registro de entrega de informes.

El laboratorio debe conservar copias o archivos de los resultados informados.

Cuando los resultados necesiten ser transcritos por el laboratorio que lo derivd, debe
existir procedimientos para verificar que la transcripcion sea correcta.
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