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¢Como realizar un informe de HPN en citometria de flujo?

El diagndstico correcto y completo es esencial para un manejo clinico de los
pacientes. La citometria de flujo (CMF) se ha convertido en el método de referencia
para diagnosticar y monitorizar los pacientes con Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
(HPN) y enfermedades relacionadas. Sin embargo, se debe de recordar que la CMF no
establece por si misma el diagndstico y clasificacion de la enfermedad, ya que debe de
ser correlacionada con datos clinicos.

Con el fin practico de clarificar la terminologia y armonizar la emisiéon de los
informes, el Grupo Espafiol de Citometria de Flujo Hematoldgica (GECFH) ha elaborado
una serie de recomendaciones basadas en la literatura existente y la actividad de los
laboratorios clinicos. Ademads de la informacidn relativa al paciente y origen de la
muestra, en el informe especifico de citometria se deben de recoger los siguientes
puntos:

1. Se recomienda incluir una nota breve sobre el motivo de estudio,
antecedentes de transfusidn y el tratamiento recibido que debe ser aportada por el
médico solicitante.

2. Se debe de incluir el panel de estudio. Se recomiendan paneles validados
(por ejemplo, los indicados en ICCS/ESCCA PNH Guidelines) (lllingworth et al., 2018;
Illingworth et al., 2019; Marinov et al., 2013; Oldaker et al., 2018; Sutherland et al.,
2018).

3. Se recomienda incluir el recuento celular de la muestra al menos de las
siguientes poblaciones: linfocitos, monocitos, neutréfilos, eosindfilos y basdfilos/otras
células nucleadas ya que puede haber discrepancias con el contaje en el
autoanalizador.

4. Se debe de informar el tamafio clonal en los neutréfilos y monocitos de
forma global (tipo Il + I, deficiencia parcial y completa de proteinas ligadas a grupos
glicosilfosfatidilinositol (GPI), respectivamente). Con algunos ensayos (por ejemplo,
basados en CD157 y FLAER) se pueden identificar células tipo Il y tipo lll; su valor
prondstico no estd establecido, por lo que se puede reportar esta informaciéon como
nota adicional (lllingworth et al., 2018; lllingworth et al., 2019; Parker et al., 2005;
Patriquin et al., 2019; Richards et al., 2022; Villegas et al., 2016).

4.1. Se recomienda informar el tamafo clonal en cifras absolutas en
neutréfilos y monocitos por la informacién adicional aportada al estudio de HPN
(Morado et al., 2017).
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4.2. Se puede informar sobre el tamafio del clon en eosindfilos, aunque la
bibliografia al respecto es escasa y su cuantificacién puede ser mds inexacta que para
neutrdéfilos y monocitos (Richards et al., 2022).

5. Se debe de informar el tamafio clonal en hematies, asi como los porcentajes
de células tipo Il y tipo lll, ya que presenta repercusién clinica (lllingworth et al., 2018;
Illingworth et al., 2019; Morado et al., 2017; Richards et al., 2020; Richards et al., 2022;
Villegas et al., 2024).

5.1. En ocasiones, no puede ser posible realizar una discriminacidon correcta
entre las células tipo Il y tipo Ill, debiendo de ser informadas conjuntamente e
indicando en una nota adicional el motivo.

5.2.Si se efectua el estudio en reticulocitos, se debe de informar de la
misma manera.

6. La nomenclatura estandar en la linea diagndstica cuando se detectan células
deficientes en proteinas asociadas a GPI en cualquier poblacién es “clon HPN” para
aquellos casos que el porcentaje sea superior al 1%, cuando la proporcidon represente
entre 0,1 y 1% de un compartimento celular se prefiere “clon HPN de pequefio
tamaio” y finalmente, si la frecuencia es inferior a 0,1% se recomienda el término de
“escasas células con fenotipo HPN” (lllingworth et al., 2018; lllingworth et al., 2019).

7. Se debe de informar sobre el limite de deteccién (LOD) y limite inferior de
cuantificacion LLOQ (lllingworth et al., 2018; lllingworth et al., 2019, Villegas et al.
2024). Aunque no hay reglas definitivas para establecer un umbral de normalidad (ya
gue se pueden encontrar células deficientes en proteinas GPI en donantes sanos en el
rango de 1 célula por 100.000), con el fin de evitar artefactos, se recomienda un
nimero minimo de 20 eventos. Por lo tanto, el limite de deteccién en porcentaje
(LOD%) seria 20x100/células adquiridas excluyendo debris y dobletes. De la misma
forma, para calcular el limite inferior de cuantificacién se requiere un minimo de 50
eventos, por lo que el LLOQ% seria 50x100/células adquiridas.

7.1. Aquellas poblaciones en las que se el porcentaje se encuentre entre el
LOD y el LLOQ se informaran como “detectable pero no cuantificable”.

7.2. Es fundamental indicarlo en todos los estudios, dado que un LLOQ
elevado, por ejemplo, superior a 1% implica que la presencia de un clon HPN de
pequeio tamafio no puede ser excluido en esa muestra en particular.

8. La conclusion del informe para los casos de diagndstico debe indicar
claramente si existe un clon HPN o si se descarta. Se deben evitar frases que induzcan
confusidén, especialmente con los términos “positivo” y “negativo” referidos a
antigenos individuales Unicamente ya que la “negatividad” de expresion es equivalente
a la “deteccién positiva” de células HPN (lllingworth et al., 2018).

9. La conclusién del informe para los casos de seguimiento debe incluir lo
referido en el punto 8 y comparar la evolucion del clon con los andlisis previos en el
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laboratorio, indicando la evolucién de los clones (Dezern & Borowitz, 2018; lllingworth
et al., 2018).

El informe debe indicar, siempre que sea posible, el intervalo recomendado
para la repeticién del estudio de citometria.

En general, el seguimiento del clon de los pacientes con HPN y evidencia de
hemdlisis debe ser cada seis meses durante los dos primeros afios tras la deteccién,
con valoraciones anuales si la enfermedad se mantiene estable (Dezern & Borowitz,
2018; Killick et al., 2016; Sahin et al., 2016; Villegas et al., 2024). Especialmente, si se
ha iniciado tratamiento con inhibidores del complemento se pueden realizar controles
cada 3 a 6 meses disminuyendo la frecuencia segun clinica y evolucidon del clon
(Kulasekararaj et al., 2023). En lo que respecta a la aplasia medular, se recomienda la
reevaluacion del clon cada 3 o 6 meses durante el primer afio después del diagndstico
segln se detecten o no células de HPN, con seguimientos anuales cuando el clon
permanezca estable (Kulasekararaj et al.,, 2024). Finalmente, el clon debe ser
reevaluado cuando se observe algin cambio clinico o analitico sugestivo de actividad o
progresion de la enfermedad (Dezern & Borowitz, 2018; Illingworth et al., 2018; Killick
et al., 2016; Parker et al., 2005; Villegas et al., 2024.
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