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1. Alcance:

Esta Instruccion de trabajo aplica para el proceso de cuantificaciéon de células residuales,
especificamente leucocitos por el método de citometria de flujo en los hemocomponentes
obtenidos en el banco de sangre del Hospital civil de Guadalajara Fray Antonio Alcalde de
acuerdo a los criterios de la Norma Oficial Mexicana.

2. Documentos Aplicables:

FT-IS-BS-74 Reporte para el procesamiento de leucocitos residuales

FT-IS-BS-09 Control de Calidad Interno Mensual en Concentrado Eritrocitario

FT-IS-BS-10 Control de Calidad Interno Mensual en Plasma Fresco Congelado

FT-IS-BS-11 Control de Calidad Interno Mensual en Concentrado Plaquetario

FT-1S-BS-58 Control de calidad Interno en concentrado plaquetario obtenido por Aféresis
automatizada

N/A Libreta de resultados Leucocitos residuales

N/A Manual del Equipo citometro de Flujo

3. Definiciones:

Acido desoxirribonucleico: molécula que contiene la informacion genética de un
individuo que se transfiere de generacion en generacion y que codifica la informacién para
la reproducciéon y funcionamiento de las células.

Antigeno: sustancia capaz de estimular una respuesta inmune con la formaciéon de
anticuerpos.

Calidad: grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con los
requisitos preestablecidos.
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Capa leucocitaria: fraccion sanguinea que contiene principalmente leucocitos, separada
por centrifugacién de una unidad de sangre total.

Capa leucoplaquetaria: fraccién sanguinea que contiene principalmente leucocitos vy
plaquetas, separada por centrifugacién de una unidad de sangre total.

Concentrado de eritrocitos en solucién aditiva (CE): unidad que contiene
mayoritariamente globulos rojos, obtenidos por fraccionamiento de una unidad de sangre
total de una donacién Unica o de una sesion de aféresis a la que se anade una solucion
nutritiva o conservadora.

Concentrado de eritrocitos Leucodepletado (CEL): unidad de globulos rojos sometida
a eliminacién de leucocitos hasta una cifra igual o menor de un millén por unidad, desde su
extraccion mediante aféresis 0 mediante técnicas de filtrado.

Concentrado de plaquetas (CP): unidad que contiene principalmente trombocitos
suspendidos en plasma, obtenidos por aféresis o preparados mediante fraccionamiento de
unidades de sangre fresca de una donacién Unica.

Concentrado de plaquetas obtenidas por aféresis (AFERESIS): unidad que contiene
trombocitos en suspension obtenida por métodos de aféresis.

Control de calidad: son las actividades y técnicas operativas desarrolladas para cumplir
con los requisitos de calidad establecidos.

Leucocitos: Conjunto heterogéneo de células sanguineas que son los efectores celulares
de la respuesta inmunitaria, interviniendo asi en la defensa del organismo contra sustancias
extrafias o agentes infecciosos (antigenos). Se originan en la médula ésea y en el tejido
linfatico.

Microlitro: Unidad de volumen equivalente a la millonésima parte de un litro, representada
por el simbolo p/. (También equivale a 1 milimetro ciibico 1 gL = 106 L = 1 mm?)

Plasma fresco: aquel obtenido de un donante de sangre total o mediante aféresis, en
estado liquido, mantenido durante un periodo de tiempo y a una temperatura determinada
que permitan que los factores labiles de la coagulacién permanezcan funcionales.
Productos sanguineos: término genérico empleado para designar los diversos
preparados de la sangre que tienen utilidad terapéutica, incluyen las unidades de sangre
total, de sus componentes y mezclas de éstos.

4.0 Material y Equipo:

Citometro de flujo

Células de referencia

Agua destilada

Tubos de plastico (12 x 75mm)
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Pipetas calibradas (20 y pL, 100 pL, 1000pL)
Puntillas (20 pL, 100 pL, 1000uL)

Mezclador vortex

Kit de controles para plaguetas
Kit de controles para glébulos rojos
Reactivo para determinar leucocitos residuales:

Reactivo de lisis

Reactivo de yoduro de propidio (tenir)

Fluoroesferas

Solucion amortiguadora (buffer)
Solucién de limpieza(cleanze)

5. Desarrollo:

No. Responsables Descripcion de la Actividad
Recibe las muestras de componentes sanguineos en viales de
polipropileno con volumen de 500 pL, del area de control de
5.1 Quimico /TLC |calidad, para la determinacion de leucocitos residuales; registrados

en FT-IS-BS-74 Reporte para el procesamiento de leucocitos
residuales

Analisis por Citometria

de Flujo:

5.2

Quimico /TLC

Verifica antes de encender el equipo que las soluciones de buffer,
de dilucion y solucion de lavado estén en su nivel optimo de carga.
Enciende primeramente el CPU de la computadora, enseguida el
monitor. Entra a la pantalla de inicio con la tecla enter.

Ya en el software busca la opcion de encendido del citdmetro de
flujo presiona doble enter, y automaticamente enciende el equipo.

Selecciona carpeta Banco de Sangre e introduce contrasena
enseguida presiona sobre finish y permite la entrada a busqueda
de protocolos. Espera aproximadamente 40 minutos para la
inicializacion del equipo (ver N/A Manual del Equipo Citometro de
Flujo

5.3

Quimico /TLC

Atempera los reactivos a utilizar aproximadamente 30 minutos.
Rotula los tubos segun el orden a seguir.
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| Selecciona protocolo para el proceso del control de calidad diario el
cual permite la alineacion de los graficos: Coloca en la posicion del
carrusel el tubo con 20 gotas del reactivo flow check, numero de
imi >
2 Quimico /TLC carrusel y localizacion, presiona icono Play . (MANAGER-

RESOURCE EXPLORER- CARPETA COMMON protocolo flow-set PRO
una vez aprobado el protocolo procesa flowcheck QC4C1LFITC-PE-
ECD-PC5-flowCheckALING)

Preparacion de la muestra

5.5

Quimico /TLC

\Verifica que las muestras, que recibié6 del area de control de
calidad, cumplan con el tiempo aceptable, para su proceso. Ya que
este no excedera de mas de 48 horas después del fraccionamiento
de las unidades.

Verifica la temperatura de los hemocomponentes a analizar: para
Concentrado de Plaquetas y Aféresis sera de (20-25 °C). Para
Concentrado de Eritrocitos y Plasma fresco sera de (2-8° C).

5.6

Quimico /TLC

Agrega 100 pL de muestra a cada tubo rotulado, dispensandola
cuidadosamente hasta el fondo y sin tocar la pared.

5.7

Quimico /TLC

Agrega 100 pL del reactivo de lisis, inmediatamente pasa por el
vortex de 5-10 segundos.

Agrega 500 pL del reactivo de tincién a cada tubo, inmediatamente
pasa por el vortex de 5-10 segundos.

Se resguarda a temperatura ambiente (20-25°C) durante 15
minutos y protegido de la luz.

Agrega 100 pL del reactivo de Fluoroesferas a cada tubo de
muestra, dispensandola cuidadosamente hasta el fondo y sin tocar
la pared. Pasa por vortex de 5-10 segundos (muestra lista para
analizar)

5.8

Quimico /TLC

Selecciona y arrastra con el mouse el protocolo hacia la parte
inferior del monitor para formar la lista de trabajo segun el
inserto y recomendaciones del fabricante; ya que segun el
numero de muestras a procesar; es el nimero de veces que se
toma el protocolo.

Coloca en la posicion 1 del carrusel el primer tubo de muestra y asi
consecutivamente, ingresa los datos del numero de carrusel y

- . r . b
localizacion de las muestras y presiona Play para comenzar
la cuantificacion celular.
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5.9

Quimico /TLC

Imprime y reporta resultados en la bitdcora N/A Libreta de]
resultados Leucocitos residuales y en FT-IS-BS-74 Reporte para el
procesamiento de leucocitos residuales

Conteo absoluto =Total de Células contadas x Factor de calibracion x 10 =
(Células/10uL)  Factor de Calibracion x10

Células x 1000 yl x Volumen de la unidad = Células por Unidad de CE,
10 pL 1mi CP, AFERESIS

*PLASMA FRESCO:

Conteo absoluto =Total de Células contadas X Factor de calibracién x 10 =
(Células/10pL) Factor de Calibracion xX10

Células x 1000uL x 1000 ml x Volumen de = Células por Litro (L)
10 pL 1iml B la unidad en ml

5.10

Quimico /TLC

Realiza protocolo de limpieza (ver N/A Manual del equipo citdmetro
de Flujo) y apaga el equipo

5.11

Quimico /TLC

Entrega resultados impresos y el FT-IS-BS-74 Reporte para el
procesamiento de leucocitos residuales al area de control de
calidad , para que el Quimico encargado de dicha area revise los
resultados de acuerdo al anexo I y registre en: FT-IS-BS-09
Control de Calidad Interno Mensual en Concentrado eritrocitario
FT-IS-BS-10 Control de Calidad Interno Mensual en Plasma fresco
congelado

FT-IS-BS-11 Control de Calidad Interno Mensual en Concentrado
plaguetario

FT-IS-BS-58 Control de calidad Interno en concentrado
plaquetario obtenido por Aféresis automatizada

*Nota: los resultados procesados de otra institucién se entregan
al personal administrativo para sean entregados en impreso con
fecha y firma de recibido

5.12

Administrativo
del Banco de
Sangre

Archiva los resultados de leucocitos residuales, procesados para
otra institucion
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I. Tabla 1. Valores de referencia para la medicion de leucocitos residuales en
hemocomponentes sanguineos.

Parametro Componente Especificacion,
sanguineo

Leucocitos Concentrado de <1.2 x 107 por unidad
eritrocitos sin capa (en el 90% de las unidades
leucoplaquetaria probadas)

Leucocitos Concentrado de
eritrocitos <1.0 x 10° por unidad
leucodepletados €N | (en el 90% de las unidades
solucion aditiva probadas)

Leucocitos residuales en | Plaquetas recuperadas

unidades recuperadas de |del plasma rico en <0.2 x 109 por unidad

plasma rico en plaquetas plaquetas

Leucocitos  residuales en | plaquetas obtenidas <1 x 106 por unidad

unidades leucorreducidas

por aféresis

(en el 90% de las unidades)

Conteo de células residuales
previo al congelamiento
“Leucocitos”

Plasma Fresco

<0.1 x 109 /L

7. Control de Cambios:

Version .
Vigente Fecha Motivo
0 Marzo 2016 Alt'a de Instrucmqn de Trabajo, anteriormente como
metodo de trabajo
01 Septiembre 2019 |Revision y actualizacion anual
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