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Justificacion:

La citometria de flujo es una técnica basada en la identificacion y clasificacion de
poblaciones celulares en muestras de diferente origen (sangre periférica, médula Osea,
liquidos bioldgicos, biopsias) mediante la caracterizacion inmunofenotipica de estas células
utilizando anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos y protocolos
estandarizados (1). Actualmente se utiliza a nivel mundial para ayudar en el diagnostico,
clasificacion y seguimiento de distintas patologias tales como leucemias agudas, neoplasias
de linfocitos maduros, neoplasias de células plasmaticas, hemoglobinuria paroxistica
nocturna, esferocitosis hereditaria, entre otras. Esta técnica permite ademas realizar recuentos
de poblaciones celulares como es el caso de las células CD34+ en trasplantes de células
madre hematopoyéticas (2-4), linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (5,6) y linfocitos B para seguimiento de pacientes en
tratamiento con Rituximab. Ademas, es clave para el estudio inicial de inmunodeficiencias
primarias mediante la cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias y pruebas funcionales
(7,8).
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En la Institucion la citometria de flujo se implemento6 en el afio 1995 en el Laboratorio de
Estudios Especializados e Investigacion del Hospital Nacional de Nifios para apoyar el
diagnostico de neoplasias hematoldgicas en la totalidad de la poblacion atendida por la
CCSS. Posteriormente el Hospital San Juan de Dios, incorpord la técnica para la
cuantificacion de linfocitos T CD4+ en pacientes VIH+.

En las sesiones de trabajo realizadas para analiza la situacion de la citometria de flujo en la
Institucion, se evidencid la necesidad de estandarizar el abordaje de esta técnica en los
laboratorios de la CCSS, ya que el procesamiento de las muestras, la configuracion y
mantenimiento de los equipos, asi como el analisis e interpretacion de los datos obtenidos
por citometria de flujo requiere de un alto grado de entrenamiento y los resultados emitidos
tienen serias implicaciones en la salud de los pacientes. Ademas, se identificaron una serie
de oportunidades de mejora que es importante sean abordadas y subsanadas con la finalidad
de que sea posible uniformar y mejorar la calidad del servicio ofrecido a los pacientes. Para
tales efectos, se valoraron las necesidades de los niveles centrales de mayor complejidad en
donde se requiere de esta tecnologia para organizar los servicios en una red institucional que
favorezca la optimizacion de los recursos. Finalmente, se analizo la viabilidad de distintas
alternativas para asegurar la estandarizacién del proceso.

Desde el afio 2018, se utilizan paneles de anticuerpos modificados y protocolos validados a
partir de las recomendaciones del consorcio EuroFlow, uno de los principales referentes a
nivel mundial en citometria de flujo clinica (1). En mayo de 2021 se realiz6 una mejora
tecnoldgica con la implementacion de citometria de flujo de nueva generacion lo que coloca
los estudios realizados en nuestra institucién al nivel de los principales centros de diagnostico
y tratamiento de enfermedades onco-hematoldgicas en el mundo. En vista de lo anterior, se
decidi6 adoptar como referencia la metodologia validada por el consorcio EuroFlow.

Por su lado, el laboratorio de histocompatibilidad se centra en el Hospital San Juan de Dios
mediante un acuerdo de la Junta directiva de la CCSS que versa “...que la Seroteca
Institucional se mantenga y sea fortalecida en el Hospital San Juan de Dios”, segin lo
acordado por la Junta Directiva en el Acuerdo Segundo, Articulo 10 de la Sesién N. 8775,
del 7 de mayo de 2015. El espiritu original de este acuerdo es estandarizar y harmonizar los
procesos asociados a los analisis serologicos y moleculares, facilitar las actividades de
coordinacion entre los diferentes servicios, mejorar la accesibilidad de los pacientes a los
servicios del laboratorio, centralizar el servicio de la seroteca y lograr la sostenibilidad del
programa a largo plazo.

Las moléculas del HLA tienen una enorme capacidad de ser reconocidas por el sistema
inmunoldgico, esas pequefas diferencias que generan el polimorfismo se traducen en un gran
potencial inmunogénico que genera el fendmeno que conocemos como aloreactividad. La
aloreactividad es una barrera importante en el contexto de los trasplantes de 6rgano solido
que genera reacciones de rechazo (9,10).

Para minimizar estos riesgos se conocen dos aproximaciones que son complementarias: los
estudios de compatibilidad y determinacion del riesgo inmunologico, y la inmunosupresion.
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Los trabajos de Gerhard Opelz en Heidelberg y Stephanie J Lee en CIBMTR han permitido
confirmar la importancia de la compatibilidad del HLA en distintos niveles de resolucion (9-
15).

La Histocompatibilidad nace en el contexto de los trasplantes de 6rgano solido y medula dsea
como la ciencia que determina la compatibilidad entre dos individuos y estima el riesgo
inmunoldgico asociado al trasplante mediante la caracterizacion de los antigenos y/o alelos
del HLA que portan los receptores y donantes; la determinacion de la identidad de los
anticuerpos anti HLA que portan los receptores y la estimacion del riesgo inmunoldgico
asociado al trasplante que provee los resultados de las pruebas cruzadas (9-15).

Debido al aumento en la complejidad y diversidad se las pruebas, asi como, la creciente
demanda por el aumento de la poblacion y la incidencia de estas patologias, a partir del afio
2016 se establecid una division de citometria de flujo en el Hospital Calderén Guardia y en
el 2020 en el Hospital San Juan de Dios. Actualmente en la institucion existen 3 divisiones
de citometria de flujo en los laboratorios clinicos del Hospital Dr. Rafael Angel Calderon
Guardia, Hospital Nacional de Nifios y Hospital San Juan de Dios las cuales realizan pruebas
de alta complejidad. Adicionalmente, en el Hospital México se utiliza citometria de flujo para
recuento de linfocitos T CD4+ en pacientes VIH+, recuento de células CD34+ y control de
leucorreduccién en hemocomponentes. El uso de esta tecnologia ha permitido mejorar la
atencion que se brinda a nuestros pacientes al generar mayor exactitud en el diagnéstico lo
que deriva en un manejo terapéutico mas adecuado.

Objetivo:

Estandarizar la oferta diagndstica para pruebas de citometria en los laboratorios clinicos de
la Institucidn, asi como la red de referencia a los mismos segun sus areas de atraccion.

Fundamentacion del lineamiento:

En el proceso de discusion se hizo un inventario de las pruebas de citometria de flujo
requeridas a nivel institucional para un adecuado manejo de los pacientes por parte de los
médicos especialistas de distintos servicios:

Recuento de leucocitos residuales en hemocomponentes

La reduccion de leucocitos en hemocomponentes por debajo de niveles establecidos en guias
internacionales previene o disminuye eventos adversos de la transfusion tales como
reacciones febriles, aloinmunizacion HLA y transmisién de agentes virales como
citomegalovirus (16). Usualmente los valores obtenidos en muestras posteriores a
leucorreduccién son menores a 25 leucocitos/uL por lo cual se requiere de una técnica
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altamente sensible y reproducible para asegurar el resultado. Actualmente el estandar a nivel
mundial es la citometria de flujo debido a su alta capacidad y excelente reproducibilidad intra
e interlaboratorio (16). Se han desarrollado kits I'VD para este propdsito, los cuales se basan
en la union de yoduro de propidio al ADN de células nucleadas utilizando esferas
fluorescentes como referencia interna para la cuantificacion absoluta de los leucocitos. El uso
de citometria de flujo para la cuantificacion de leucocitos residuales en hemocomponente
podra sustituirse por otras metodologias 1VD capaces de detectar conteos inferiores a 25
leucocitos/uL. Esta determinacion también puede realizarse por técnicas similares en el
Laboratorio de Hematologia siempre y cuando sea utilizando reactivos IVD con aprobacién
de laFDA o CE.

Recuento de células CD34+ para trasplante de células madre

En el contexto de trasplantes autdlogos y trasplantes de médula dsea para pacientes con
neoplasias hematoldgicas, la cuantificacion de las células CD34+ presentes en sangre
periférica, médula dsea y en los productos de recoleccion derivados de estas, es clave para
determinar el momento mas oportuno para la recoleccion y predecir el éxito del trasplante,
asi como evaluar la recuperacion de la médula dsea (2). En 1996 la International Society of
Haematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) propuso el método mas utilizado a nivel
mundial para recuento de células CD34, basado en la determinacién del porcentaje de células
CD34+ en la muestra mediante citometria de flujo de 4 pardmetros (FSC, SSC, CD34 y
CD45) junto con un recuento de leucocitos totales realizado en un contador hematoldgico
(3). Posteriormente este protocolo fue actualizado incorporando esferas fluorescentes que
permiten hacer el recuento absoluto utilizando Unicamente el citdmetro (3,4) y afiadiendo la
tincion con 7-aminoactinomicina para evaluar la viabilidad de las células. Existen en el
mercado multiples kits con categoria IVD para realizar esta determinacion.

Recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ para pacientes VIH+

En pacientes VIH+ el recuento de linfocitos T CD4+ se incorporé en el manejo clinico desde
hace casi 40 afios, siendo vital como criterio para iniciar tratamiento, establecer fase de SIDA
y evaluar respuesta al tratamiento y progresion de la enfermedad (5). La metodologia actual
se basa en la cuantificacion por citometria de flujo de 6 pardmetros
(FSC/SSC/CD3/CD45/CD4/CD8) en una sola plataforma con la adicion de esferas
fluorescentes de referencia interna para obtener recuentos absolutos altamente confiables y
reproducibles aiin en cantidades menores a 25 células/uL (6). Existen en el mercado multiples
Kits con categoria I\VD para realizar esta determinacion.

Panel para orientacion y caracterizacion de inmunodeficiencias primarias

La utilidad de la citometria de flujo para la cuantificacion de poblaciones linfocitarias en
sangre periférica y el subsecuente diagnostico de inmunodeficiencias primarias ha sido
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demostrada previamente (7,8). Esta técnica permite analizar las caracteristicas de cada
subtipo linfocitario tomando en cuenta los patrones de fluorescencia, tamafio celular y
complejidad, propios de cada subpoblacién celular. La determinacién de las diversas
subpoblaciones permite el monitoreo, seguimiento y tratamiento de pacientes con
alteraciones inmunologicas, asi como de individuos con inmunodeficiencias primarias o
adquiridas.

Recientemente, el consorcio EuroFlow ha desarrollado y validado combinaciones de
anticuerpos monoclonales que en conjunto con sistemas de andlisis multiparamétricos
enlazados con bases de datos estandarizadas permiten determinar de forma automatizada el
recuento absoluto de las distintas subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y
correlacionar patrones de disminucién o ausencia de una o mas subpoblaciones especificas
con un tipo de inmunodeficiencia primaria en particular (7-9). Esto representa una ventaja
en el diagndstico de estas enfermedades ya que disminuye el tiempo de respuesta y permite
iniciar esquemas de tratamiento previo a la realizacion de pruebas genéticas mas costosas y
laboriosas.

Investigadores asociados al consorcio EuroFlow, utilizando un panel de anticuerpos
monoclonales validado y estandarizado denominado Tubo de Orientacion para
Inmunodeficiencias Primarias (PIDOT, por sus siglas en inglés), han demostrado el valor de
esta técnica para la obtencion de valores de referencia en individuos sanos de diferentes
rangos de edad asi como para el diagndstico certero de pacientes con inmunodeficiencias
primarias en sus distintas presentaciones como Sindrome de DiGeorge, Inmunodeficiencia
Severa Combinada, Inmunodeficiencia Comun Variable, Sindrome de Wiskott-Aldrich y
agammaglobulinemia (7,8). Actualmente el panel PIDOT es comercializado en formato CE-
IVD y RUO.

Paneles para tamizaje y caracterizacion de neoplasias hematologicas

Desde hace més de tres décadas, la citometria de flujo ha sido instrumental en apoyar el
diagndstico de las neoplasias hematoldgicas. Debido a su alta sensibilidad y especificidad,
esta técnica se ha vuelto parte integral del abordaje inicial de pacientes con estas
enfermedades. Desafortunadamente, por muchos afios la citometria de flujo no se realiz6 de
forma estandarizada ya que cada laboratorio utilizaba sus propios paneles de anticuerpos y
su propia configuracion para los equipos. A partir del 2006, una iniciativa cientifica apoyada
por la Union Europea denominada EuroFlow se dio a la tarea de estandarizar las pruebas de
citometria de flujo clinica (18). En el 2012 publicaron los resultados de su estricto proceso
de validacion de procedimientos y paneles para neoplasias hematoldgicas, el cual fue
desarrollado en cientos de muestras normales y patoldgicas (1,18) y que ha sido incorporado
por gran cantidad de prestigiosos centros a nivel mundial. Desde esta publicacion se disponia
de aspectos relevantes para estandarizar estas pruebas siguiendo este modelo, como
procedimientos para procesamiento y adquisicién de muestras, volimenes y clones de los
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anticuerpos monoclonales, estrategias y software de analisis, entre otros. En Costa Rica
también se adopto esta metodologia al ser la Unica alternativa de estandarizacion completa
que abarca todas las patologias onco-hematoldgicas publicada en la literatura cientifica. Los
especialistas en hematologia y citometria de flujo de la institucién han sido formados en
centros internacionales asociados a EuroFlow tales como el Centro de Investigacion del
Céncer de la Universidad de Salamanca, Espafia. La metodologia EuroFlow se basa en un
algoritmo diagnostico que permite el abordaje secuencial de las muestras lo que deriva en un
mejor uso de los recursos disponibles al no tener que realizar un panel extenso de anticuerpos
desde un inicio (1).
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" . Atypical lymphocytes Monoclonal lymphoma

Fggnéﬂ:ﬁ'fém:’ Splenomegaly component non-IgM localization in
Lymphocytosis Bone lesions “small cell number”

e gabisstcells cosaved Sustained LN enlargement BM plasmacytosis samples e.g. CSF,
monocytosis vitreous biopsies
Unexplained Unexplained Monoclonal
cytopenia eosinophilia component
_/"ﬁ
v vy vy v v
| T CST |
ALOT LST first tube of PCD SST
reactive/polyclonal
first 4 tubes
‘ clonal/aberrant
3
L4 !

[BcPAL [ TALL | [avomps]  [BGEED] ~[ECHED|[FeLPo]Nk-cLrp] [ Pop |

various subtypes
M of PCD

other B-CLPD

CLL
non-CLL

subtypes subtypes subtypes

various various various
of BCP-ALL of T-ALL of AML

immunobead
S: forl . _ _ _ _

EJ o o
ision protein i
letection —

|
1
¥y

En los casos en los que se detecta una poblacion de células anormales en alguno de los
paneles de tamizaje, el personal a cargo decide cual es el panel de caracterizacion mas
conveniente para completar el estudio y llegar a un diagnostico especifico. Los marcadores
utilizados en los paneles de tamizaje y caracterizacion fueron seleccionados por el consorcio
EuroFlow con base en su contribucion para discriminar entre si las distintas patologias.
Varias compafiias han comercializado la metodologia de EuroFlow y actualmente existen
opciones con categoria CE-1VD para la gran mayoria de paneles. Ademas, recientemente se
han lanzado paneles en tubos con anticuerpos secos o liofilizados que permiten un mayor
grado de estandarizacion y un menor manejo del inventario ya que cuentan con fechas de
expiracion superiores a un afio (19).

Paneles para enfermedad medible residual de neoplasias hematoldgicas

La determinacion de los niveles de células patologicas que permanecen después del
tratamiento en pacientes con neoplasias hematoldgicas es indispensable para su manejo. Con
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esta informacion el médico tratante puede intensificar o variar el agente terapéutico en casos
en los que el paciente no ha respondido de forma adecuada para tratar de lograr la remision.
Ademas, en diversos estudios se ha determinado que la enfermedad medible residual es un
factor pronostico independiente en leucemia linfoblastica B y mieloma mdltiple (20,21).

La citometria de flujo debido a su alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad es la
técnica de eleccion para el estudio de enfermedad medible residual, principalmente en
leucemia linfoblastica B y mieloma mdltiple donde puede alcanzar niveles de sensibilidad de
107 0 10 comparables con los de las técnicas moleculares (20,21). Para poder alcanzar esta
sensibilidad es necesario contar con una metodologia estandarizada. EI consorcio EuroFlow
ha publicado métodos validados para el estudio de enfermedad medible residual en leucemia
linfoblastica B y mieloma mdltiple, los cuales se utilizan actualmente en los laboratorios de
la institucion con kits categoria CE-I1VD.

En el caso de otras patologias para las cuales es requerido dar seguimiento, pero no existen
protocolos completamente estandarizados ni consenso en la comunidad cientifica (por
ejemplo, leucemia mieloide aguda) se deben utilizar paneles y valores de corte generados
siguiendo recomendaciones internacionales y verificar su uso en el laboratorio.

Prueba de eosina-5-maleimida para diagnostico de esferocitosis hereditaria

Las técnicas tradicionales de laboratorio para diagndstico de esferocitosis hereditarias tales
como fragilidad osmética tienen una baja especificidad y sensibilidad y pueden verse
afectadas por factores no relacionados con el defecto de membrana del eritrocito (22). En el
afio 2000, King y colaboradores publicaron un método por citometria de flujo para la
deteccion de casos de esferocitosis hereditaria mediante la union de la sustancia fluorescente
eosina-5-maleimida a la proteina banda 3 presente en la membrana de los eritrocitos (23). En
eritrocitos con alteraciones del citoesqueleto esta union disminuye, lo cual se puede detectar
en el citometro como una sefial de fluorescencia disminuida con respecto a controles
normales. Este método es el mas utilizado actualmente a nivel mundial para el tamizaje de
esferocitosis hereditaria y ha sido validado en multiples estudios (22-25).

Prueba para deteccion de células deficientes de GPI en hemoglobinuria paroxistica
nocturna y desordenes relacionados

De forma similar a lo que ocurrié con las pruebas de esferocitosis hereditaria, el uso de
citometria de flujo para la deteccidn de células deficientes de GPI ha reemplazado las técnicas
tradicionales de menor sensibilidad y especificidad como el test de Ham. EI método por
citometria de flujo se basa en la deteccion de moléculas unidas a GPI tales como CD14,
CD16, CD24, CD55, CD59 y CD157, asi como la aerolisina fluorescente (FLAER) la cual
se une a distintas moléculas ligadas a GPI. Recientemente esta metodologia ha sido validada
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y se han publicado guias internacionales que permiten utilizarla de forma confiable en el
ambito clinico (26-29). Esta prueba es importante para el diagndstico y seguimiento no solo
de pacientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna sino también en pacientes con
sindromes de falla medular y neoplasias mielodisplasicas (26).

Prueba cruzada de histocompatibilidad por citometria de flujo

El uso previsto de esta prueba es estimar el riesgo inmunoldgico asociado a un trasplante.
Esta prueba es auxiliar en la seleccion optima del par donante receptor, pretende establece ex
vivo el riesgo de que ocurra rechazo hiperagudo como consecuencia de un trasplante de
organo solido. La expresion constitutiva de las moléculas del HLA clase | se da en todas las
celulas nucleadas mientras que las moléculas del HLA clase Il en las células presentadoras
de antigenos profesionales. Por lo tanto, la eleccion de los linfocitos T y B como portadores
de las moléculas del HLA del donante en su forma nativa y con buenos grados de expresion
se ha respaldo por muchos afos.

En la prueba cruzada de histocompatibilidad por Citometria de Flujo se mezclan los linfocitos
del donante con el suero del receptor, en cantidades que se fijan de conformidad con un
procedimiento validado. Se realiza una incubacion en agitacion para permitir la interaccion
de los anticuerpos y los antigenos. Posterior a la incubacion se realizan ciclos de lavado y
centrifugacion para retirar todas las moléculas del suero no unidas (incluyendo anticuerpo,
inmunocomplejos, fracciones libres del complemento). En el siguiente paso se realiza una
tincién basada en anticuerpos monoclonales que permiten analizarla mediante ventanas
l6gicas. La aproximacion més utilizada es emplear Anti-CD45 vs SSC para la seleccion de
linfocitos totales, Anti-CD3 para marcar linfocitos T, Anti-CD19 para marcar linfocitos B y
un anticuerpo contra fraccion F(ab')2 de la IgG humana para evidenciar la union de los
anticuerpos donante especifico a la superficie de los linfocitos. Se realiza una incubacion
adicional para permitir la interaccion de los anticuerpos con sus respectivas dianas.
Finalmente se realizan ciclos de lavado y centrifugacién para retirar todos los componentes
de la reaccidn que no se hayan unido a sus dianas y disminuir el ruido de fondo. Finalmente,
los linfocitos se resuspenden en buffer de fosfatos (PBS) y se adquieren en un citdbmetro de
flujo para realizar las evaluaciones. El citometro de flujo alinea las células mediante un
enfoque hidrodindmico llevandolas hasta un sitio de interrogacién donde las células se
clasifican de conformidad con su tamafio y complejidad. En el siguiente sitio de interrogacion
se evalia la emision de fluorescencia de los distintos fluorocromos (deben elegirse
fluorocromos compatibles entre si, para garantizar que no ocurra un exceso de solapamiento
entre sus espectros de emision). La fluorescencia se registra en forma de intensidad media de
fluorescencia para cada fluorocromo (MFI). Para la interpretacion los analistas deben
seleccionar las poblaciones diana en las distintas ventanas logicas y registrar las
fluorescencias. La prueba se interpreta unicamente en el contexto de controles negativos y
controles positivos dentro de rango; asi como pruebas cruzadas autélogas de donante y
receptor. Se recomienda que los valores de MFI obtenidos se transformen a canales de
fluorescencia en resolucion 1:1024 y se contrasten con los puntos de cortes para linfocito T
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y Linfocito B obtenidos por el laboratorio mediante la validacion interna realizada, de
conformidad con el procedimiento sugerido por ASHI (9).

Esta metodologia es una forma més sensible de prueba cruzada respecto a su antecesor
(CDC). Puede detectar anticuerpos que no fijan el complemento y que estan en bajas
concentraciones. ElI método empleado por la CCSS es Halifax. Respecto a las técnicas
descritas por ASHI, Bray y Downing (10), Bray (11) y Downing (12), la técnica basada en
Halifax mostrd una concordancia muy satisfactoria con un R2 de 0.98-0.99. Adicionalmente
se realizaron pruebas cruzadas retrospectivas y comparaciones con la técnica de Esferas de
antigeno unico (SAB, por sus siglas en inglés) obteniendo una especificidad de 95.7% y una
sensibilidad de 96.8% respectivamente (15). Como punto de corte en SAB se determin6 2000
MFI, lo cual representa una mejora ante valores sugeridos por otros autores como 3000 para
citometria de flujo y 5000 MFI para CDC, independientemente del antigeno evaluado (10).

Estudio de Estallido Respiratorio por DHR

Estudio de inmunodeficiencias causadas por defectos en la actividad fagocitica de los
granulocitos neutréfilos. La prueba se basa en la medicion del estallido respiratorio oxidativo
de los granulocitos neutréfilos después de su estimulacion con la bacteria E. coli y el PMA
(Phorbol12-myristato 13-acetato). En condiciones normales durante el proceso de ingestion
bacteriana los fagocitos activan la enzima NADPH oxidasa generando el estallido
respiratorio oxidativo. En este proceso se generan iones de hipoclorito dentro de los fagocitos
causando la oxidacion de la dihidrorodamina 123 (DHR123) haciendo que pase a rodamina
123, la cual es fluorescente y puede ser detectada por medio de citometria de flujo en el
mismo canal de lectura que se utiliza para FITC. Este estallido respiratorio se encuentra
afectado en la Enfermedad Granulomatosa Cronica, deficiencias de Mieloperoxidasa y de
G6PD (30-33).

Estudio de Glicoproteinas Plaguetarias

Estudio inmunofenotipico por medio de citometria de flujo para la identificacion de niveles
de expresion de las glicoproteinas CD41 (GPIIb) y CD61 (GPIlla) para el diagnostico de la
trombastenia de Glanzmann. Asi como la identificacion de niveles de expresion de CD42a
(GPIX) y CD42b (GPIb-alfa) para el diagnostico del sindrome de Bernard-Soulier. Se realiza
de forma complementaria con los estudios de agregacion plaquetaria. Este estudio se realiza
en una muestra de plasma rico en plaguetas (34-36).
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Descripcion del Lineamiento

Oferta de pruebas

En el proceso de discusion del equipo de trabajo se definieron las siguientes pruebas como
requeridas para atender de forma adecuada las necesidades de los pacientes de la institucion.
Las pruebas se dividieron en rutina y referidas segun la estadistica recopilada de afios previos
y la capacidad instalada en cada laboratorio segun el estudio de oferta y demanda de la
citometria de flujo en los hospitales nacionales elaborado por la SubArea de Evolucion de
los Sistemas de Salud Institucional en 2021. En linea con lo expuesto previamente en este
documento y con base en que la metodologia EuroFlow es la opcion méas estandarizada,
eficiente y con mayor cantidad de opciones IVD o CE-1VD de distintas casas comerciales se
elige esta forma de trabajo como la metodologia obligatoria para las divisiones de citometria
de flujo de la institucion.

Adicionalmente se incluye en este lineamiento una seccion de pruebas de
histocompatibilidad e inmunogénetica con la prueba cruzada por citometria de flujo que
corresponde a una prueba ligada al programa institucional de donacién y trasplante. La
eleccion y ejecucion de esta prueba en la institucion debe realizarse de acuerdo con los
estandares de la Asociacion Americana de Histocompatibilidad e Inmunogenética (ASHI) o
la Federacion Europea de Inmunogenética (EFI) (13,14). El protocolo recomendado es el
protocolo Halifax o su modificacién Halifaster (15).

Pruebas de rutina

Recuento de leucocitos residuales en hemocomponentes

Recuento de células CD34+ para trasplante de células madre

Recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ para pacientes VIH+ / Linfocitos B y células
NK(TBNK)

Panel para orientacion de inmunodeficiencias primarias (Panel PIDOT EuroFlow)

Panel para tamizaje de leucemia aguda (Panel ALOT EuroFlow)

Panel para caracterizacion de leucemia mieloide aguda (Panel AML/MDS Tubo 1 a Tubo
7 EuroFlow)

Panel para caracterizacion de leucemia linfoblastica B (Panel BCP-ALL EuroFlow)
Panel para tamizaje de liquidos bioldgicos (Panel SST EuroFlow)

Panel para tamizaje de neoplasia de linfocitos maduros (Panel LST EuroFlow)

Panel para para evaluar clonalidad T

Panel para caracterizacion de neoplasia de linfocitos B maduros (Panel B-CLPD
EuroFlow)

Panel para tamizaje de neoplasia de celulas plasmaticas (Panel PCST EuroFlow)
Panel para caracterizacion de neoplasia de células plasmaticas (Panel PCD EuroFlow)
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Panel para tamizaje y caracterizacion de neoplasia mielodisplasica (Panel AML/MDS
Tubo 1 a Tubo 4 EuroFlow)

Panel para enfermedad medible residual de leucemia linfoblastica B (Panel BCP-ALL
MRD EuroFlow)

Panel para enfermedad medible residual de mieloma multiple (Panel MM MRD
EuroFlow)

Panel para enfermedad medible residual de leucemia mieloide aguda (Panel AML/MDS
Tubo 1 a Tubo 4 EuroFlow)

Panel para enfermedad medible residual de neoplasia de linfocitos B maduros (Panel
LST y B-CLPD Tubo 1 EuroFlow)

Pruebas referidas

Prueba de eosina-5-maleimida para diagndstico de esferocitosis hereditaria

Prueba para deteccion de células deficientes de GPI en hemoglobinuria paroxistica
nocturna y desordenes relacionados

Panel para caracterizacion de céelulas B pre-centro germinal para inmunodeficiencias
primarias (Panel PreGC EuroFlow)

Panel para caracterizacion de celulas B post centro germinal para inmunodeficiencias
primarias (Panel PostGC EuroFlow)

Panel para caracterizacion de isotipo IgH células B para inmunodeficiencias primarias
(Panel IgH-isotype EuroFlow)

Panel para caracterizacion de células T para inmunodeficiencias primarias (Panel T-cell
EuroFlow)

Panel para caracterizacion de SCID/RTE para inmunodeficiencias primarias (Panel
SCID/RTE EuroFlow)

Panel para caracterizacion de leucemia/linfoma linfoblastico T (Panel T-ALL EuroFlow)
Panel para caracterizacion de neoplasia de linfocitos T maduros (Panel T-CLPD
EuroFlow)

Panel para caracterizacion de neoplasia de células NK (Panel NK-CLPD EuroFlow)
Estudio de Estallido Respiratorio de Granulocitos por DHR

Estudio de Glicoproteinas Plaquetarias

Determinacion de Subpoblaciones de Linfocitos B transicionales/Naive y CD21low.
Determinacion de Linfocitos T reguladores y Dobles Negativos

Determinacion de Moléculas de Adhesion Leucocitaria (CD18/CD11b/CD44)

Panel de evaluacion de los subtipos de monocitos (TiMaScan™)

Pruebas de Inmunogenética e Histocompatibilidad

Prueba cruzada de histocompatibilidad por citometria de flujo
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Distribucion de las pruebas por hospital y creacion de red institucional

De acuerdo con lo discutido en el equipo técnico, con el fin de resolver de forma eficiente
las necesidades diagnosticas y de seguimiento de los pacientes, la Division correspondiente
de los 4 laboratorios clinicos de los hospitales nacionales deberan ofrecer las pruebas
clasificadas como pruebas de rutina en el apartado anterior, con excepcion del Hospital
Nacional de Nifios que por la edad de la poblacidn que atiende no requerira de los paneles
para tamizaje y caracterizacion de neoplasias de células plasmaticas. Cada laboratorio deberé
satisfacer las necesidades de su area de atraccion asignada por la institucion, incluyendo
hospitales periféricos con servicio de hematologia.

Las pruebas referidas se asignaron a los hospitales segun criterios de capacidad instalada,
experiencia e incidencia anual para usar racionalmente los recursos. Cualquier prueba o
metodologia distinta a las descritas en este documento o mejoras tecnoldgicas deben ser
aprobada por el equipo técnico institucional de citometria de flujo y la Coordinacion Nacional
de Laboratorios previo a su implementacion.

En el caso de los estudios de caracterizacion de neoplasias de células T y NK maduras, asi
como de leucemia/linfoma linfoblastico T/NK, se realizard un estudio de tamizaje en cada
hospital (paneles ALOT EuroFlow o LST EuroFlow segun corresponda), previo al envio de
las muestras al hospital de referencia.

Las pruebas de Inmunogénetica e Histocompatibilidad donde se incluye la prueba cruzada
por citometria de flujo seré& ofertada por el laboratorio de inmunologia del Hospital San Juan
de Dios, que es el laboratorio que presta el servicio institucional de laboratorio de
inmunogénetica e histocompatibilidad al programa institucional de donacién y trasplante.

Para unificar las compras y procesos administrativos y mejorar la eficiencia de los
procedimientos de laboratorio, se recomienda establecer una Unica area de citometria de flujo
en la Division de Hematologia Especializada de cada laboratorio clinico de los hospitales
nacionales para controlar la cantidad de licitaciones y equipos que existen actualmente,
reducir costos y asegurar la calidad de los resultados. Estas areas asumirian todos los ensayos
de citometria de flujo que se realizan actualmente en otras divisiones como Inmunologia
(recuento de linfocitos T CD4+ para pacientes VIH+) y Banco de Sangre (recuento de
leucocitos residuales en hemocomponentes, recuento de células CD34+ para trasplante de
médula Gsea) con excepcion de las pruebas de inmunogenética e histocompatibilidad HLA
para trasplante las cuales se realizaran en la division de inmunologia, laboratorio de
histocompatibilidad e inmunogenética del Hospital San Juan de Dios que es actualmente el
centro de referencia institucional. Esto por cuanto las pruebas de mayor complejidad son las
relacionadas con las neoplasias hematoldgicas, y por su parte las pruebas de recuento de
linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos TBNK, recuento de leucocitos residuales en
hemocomponentes y recuento de células CD34+ estan altamente automatizadas, constituyen
un tiempo de utilizacion menor de los equipos y permiten integrarse en el flujo de trabajo de
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las divisiones de hematologia especializada aprovechando la cantidad de equipos instalados
para realizar la totalidad de las pruebas requeridas, reduciendo tiempo de procesamiento y
costos de pruebas. Ademas, el personal mas capacitado y de mayor experiencia en la
institucion en cuanto a la técnica de citometria de flujo se encuentra en las divisiones de
hematologia especializada; razon por la cual las pruebas de citometria de flujo deberan
realizarse por Microbidlogos y Quimicos Clinicos Especialista en Hematologia, con
excepcion de la prueba cruzada de histocompatibilidad por citometria de flujo en virtud de
lo cual los especialistas en inmunologia clinica y hematologia de la institucion debidamente
capacitados son los idoneos para realizar y supervisar su ejecucion asi como proveer una
interpretacion y valoracion adecuada del riesgo inmunolégico en combinacion con el resto
de pruebas que componen dicha evaluacion.

Se recomienda planificar la implementacion de una licitacion nacional de citometria de flujo
que incluya todas las pruebas realizadas en los hospitales nacionales para unificar compras y
reducir costos. Las especificaciones técnicas serian realizadas por el equipo técnico de
citometria de flujo de la institucion siguiendo los criterios de EuroFlow como referencia
cientifica.

Prueba Hospital
HCG | HSJD | HNN HM
RECUENTO LINFOCITOS T CD4+ Y T CD8+ PARA X X X X4

PACIENTES VIH+

RECUENTO DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
(TBNK)

TAMIZAJE INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS (PANEL | X
PIDOT EUROFLOW)

CARACTERIZACION INMUNODEFICIENCIA DE
CELULAS B PANEL PRE-CENTRO GERMINAL
CARACTERIZACION INMUNODEFICIENCIA DE
CELULAS B PANEL POST CENTRO GERMINAL
CARACTERIZACION INMUNODEFICIENCIA DE
CELULAS B PANEL ISOTIPO IgH

CARACTERIZACION INMUNODEFICIENCIA DE
CELULAS T /T REGULADORAS /DOBLES NEGATIVAS
CARACTERIZACION INMUNODEFICIENCIA PANEL
SCID/RTE

RECUENTO DE CELULAS CD34+ PARA TRASPLANTE
DE CELULAS MADRE

RECUENTO DE LEUCOCITOS RESIDUALES EN
HEMOCOMPONENTES

TAMIZAJE LEUCEMIA AGUDA (PANEL ALOT
EUROFLOW)

CARACTERIZACION LEUCEMIA/LINFOMA
LINFOBLASTICO B (PANEL BCP-ALL EUROFLOW)
ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE
LEUCEMIA/LINFOMA LINFOBLASTICO B (PANEL BCP-
ALL MRD EUROFLOW)

CARACTERIZACION LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
(PANEL AML/MDS T1-T7 EUROFLOW)

X

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X
X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X

X
X
X
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ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE LEUCEMIA X X X X
MIELOIDE AGUDA (PANEL AML/MDS T1-T4

EUROFLOW)

CARACTERIZACION LEUCEMIA/LINFOMA
LINFOBLASTICO T/NK (PANEL T-ALL EUROFLOW)
ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE
LEUCEMIA/LINFOMA LINFOBLASTICO T (PANEL T-
ALL EUROFLOW)

TAMIZAJE Y CARACTERIZACION NEOPLASIA
MIELODISPLASICA (PANEL AML/MDS T1-T4
EUROFLOW)

TAMIZAJE LIQUIDOS BIOLOGICOS (PANEL SST
EUROFLOW)

TAMIZAJE NEOPLASIA DE LINFOCITOS MADUROS
(PANEL LST EUROFLOW)

CARACTERIZACION NEOPLASIA DE LINFOCITOS
MADUROS B (PANEL B-CLPD EUROFLOW)

X X| X| X

ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE NEOPLASIA DE
LINFOCITOS B MADUROS (PANELES LST Y B-CLPD T1
EUROFLOW)

CARACTERIZACION NEOPLASIA DE LINFOCITOS
MADUROS T (PANEL T-CLPD EUROFLOW)

ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE NEOPLASIA DE
LINFOCITOS T MADUROS (PANEL T-CLPD EUROFLOW)

CARACTERIZACION NEOPLASIA DE CELULAS NK
(PANEL NK-CLPD EUROFLOW)

ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE NEOPLASIA DE
LINFOCITOS NK MADUROS (PANEL NK-CLPD
EUROFLOW)

TAMIZAJE NEOPLASIA DE CELULAS PLASMATICAS
(PANEL PCST EUROFLOW)

X X| X| X
X X| X| X
X X| X| X

CARACTERIZACION NEOPLASIA DE CELULAS
PLASMATICAS (PANEL PCD EUROFLOW)

ENFERMEDAD MEDIBLE RESIDUAL DE NEOPLASIA DE
CELULAS PLASMATICAS (PANEL MM MRD
EUROFLOW)

DETECCION DE CELULAS DEFICIENTES DE GPI

DETERMINACION DE EOSINA-5-MALEIMIDA PARA
DIAGNOSTICO DE ESFEROCITOSIS HEREDITARIA
PRUEBA CRUZADA POR CITOMETRIA DE FLUJO

ESTALLIDO RESPIRATORIO DE GRANULOCITOS POR
DHR
ESTUDIO DE GLICOPROTEINAS PLAQUETARIAS

PANEL DE EVALUACION DE LOS SUBTIPOS DE
MONOCITOS (TiMaScan™)

Procedimiento para envio de muestras a citometria de flujo

Para evitar el uso inadecuado de los recursos institucionales y por la complejidad de las
pruebas de citometria de flujo, se recomienda restringir la solicitud de estos estudios a
médicos especialistas. En el caso de estudios para neoplasias hematoldgicas o
inmunodeficiencias primarias se debera realizar interconsulta con los médicos especialistas
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de Hematologia o Inmunologia (segun corresponda) para valorar si amerita realizarse la
prueba.

En referencia a la prueba cruzada por citometria de flujo la prueba est4 destinada para los
programas de donante vivo y donante cadavérico ligados al programa institucional de
donacion y trasplante, de modo que es de uso para especialistas en nefrologia, neumologia,
hematologia y cardiologia, asi como los coordinadores institucionales. Para detalles sobre él
envio de muestras referirse al documento “Informacion para los usuarios sobre los
requerimientos para él envid y analisis de muestras para propoésitos de Histocompatibilidad
e Inmunogenética”

Controles de calidad externos

Se recomienda que todos los laboratorios que realicen pruebas de citometria de flujo deben
contar con al menos un control de calidad externo acreditado que permita evaluar su
desempefio analitico.

En referencia a la prueba cruzada por citometria de flujo los laboratorios deberan seguir los
lineamientos de ASHI o EFI (en su defecto), donde se indica que el laboratorio debe
participar al menos en dos rondas anuales compuestas de minimo dos células diferentes con
5 sueros incognitos y proveer un reporte de acuerdo con los lineamientos de las
organizaciones supracitadas.

Las pruebas referidas seran asumidas por los distintos hospitales asignados.

Se debe instruir a las jefaturas de los distintos laboratorios clinicos que realicen las gestiones
necesarias para unificar las licitaciones actuales de citometria de flujo evitando cualquier
afectacion a los pacientes. Se gestionara la reorganizacion de las divisiones de hematologia
especializada y el laboratorio de inmunologia que funcione como centro nacional de
referencia para el programa institucional de donacién y trasplante, de forma que tengan el
espacio fisico, infraestructura y personal especializado para asumir todas las pruebas de
citometria de otras divisiones.

Responsable del cumplimiento:

Directores Laboratorios Clinicos del Hospital San Juan de Dios, Hospital México, Hospital
Nacional de Nifios, Hospital Calderén Guardia.
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Responsable de verificar el cumplimiento:

Coordinacion Nacional de Laboratorios. Area de Regulacion y Sistematizacion del
Diagnostico y el tratamiento.

Contacto para consultas:

Dr. Jorge Lopez Villegas, Hospital Calderon Guardia.
jlopezv@ccss.sa.cr

Dr. Juan Carlos Villalobos, EAD

jevillal@ccss.sa.cr

Dra. Angie Cervantes, Coordinacion Nacional de Laboratorios
avcervan@ccss.sa.cr
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