INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS N° ” i -2020-J/INEN

REPUBLICA DEL PERy,

RESOLUCION JEFATURAL
Lima,_40O de Mpr2D de 2020
VISTOS:

El Informe N° 042-2020-DICON/INEN, de la Direccidn de Control de Céancer, el
Memorando N° 124-2020-OGPP/INEN de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto y el Informe N° 257-2020-OAJ/INEN de la Oficina de Asesoria Juridica; y,

CONSIDERANDO:

Que a través de la Ley N° 28748, se cred como Organismo Publico Descentralizado al
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN, con personeria juridica de
derecho publico interno, con autonomia econdmica, financiera, administrativa y
normativa, adscrito al Sector Salud, constituyendo Pliego Presupuestal y calificado
como Organismo Publico Ejecutor en concordancia con la Ley N° 29158, Ley Organica
del Poder Ejecutivo y el Decreto Supremo N° 034-2008-PCM;

Que, mediante Decreto Supremo N° 001-2007-SA, publicado en el diario oficial El
Peruano, el 11 de enero de 2007, se aprobé el Reglamento de Organizacion y
Funciones del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (ROF - INEN),
estableciendo la jurisdiccion, funciones generales y estructura organica del Instituto,
asi como las funciones de sus diferentes Organos y Unidades Organicas;

Que, Informe N° 042-2020-DICON/INEN, la Direccién de Control de Céncer, remite el
Memorando N° 124-2020-0GPP/INEN, de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto, con el cual alcanza los Informes N° 008-2020-00-0GPP/INEN elaborado
por la Oficina de Organizacién y el Informe N° 110-2020-OPE-OGPP/INEN elaborado
por la Oficina de Planeamiento Estratégico, mediante el cual emiten opinién favorable
con respecto a los veinte (20) proyectos de Procedimientos Normalizados de Trabajo
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular Tomio i, para la revisién y
validacion que tiene el siguiente contenido;

Que, de la revision efectuada del Documento Normativo en cuestién elaborado por el
Equipo Funcicnal de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, se
aprecia que cumple con la estructura minima sefalada en la Directiva Administrativa
N° 001-2019-INEN/DICON-DNCC “Lineamientos para la Elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas — INEN, aprobado
mediante Resolucion Jefatural N° 276-2019-J/INEN, de fecha 10 de julio de 2019;

Que, en mérito al sustento técnico de la Oficina de Organizacion y del Departamento
de Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolédgicos, para la
aprobacién del “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular Tomo 17, corresponde emitir el acto resolutivo
correspondiente para su aprobacioén:



=\ Contando con los vistos buenos de ia Sub Jefatura Institucional, de la Gerencia
./ General, de la Direccion de Control del Céncer, del Departamenio de Normatividad,
Calidad vy Control Nacional de Servicios Oncoldgicos, de la Oficina General de
Planeamiento y Presupuesto y de la Oficina de Asesoria Juridica;

Con las facultades conferidas en el Reglamento de Organizacion y Funciones del

| Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN, aprobado mediante Decreto

S 3 Supremo N°001-2017-3A, Ley N° 30518 - Ley de Presupuesto del Sector Publico para
I~ el Afio Fiscal 2019, y la Resolucién Suprema N° 011-2018-SA;

 SE RESUELVE:

ARTiCULO PRIMERO.- APROBAR el Procedimientos Normalizados de Trabajo
siguiente, gue en anexo forma parte integrante de la presente resolucion.

o “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de Genetica y
\  Biologia Molecular Tomo 1”.

: ~"£ARTiCULO SEGUNDO.- ENCARGAR 2 la Oficina de Comunicaciones la difusion de
-~ \a Presente Resolucién Jefatural, asi como su publicacion en la Pagina Web

Institucional.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE.

let¢ Institucional
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOP’JS.’L"AS:
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PNT.DNCC. INEN.001. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION

DEL GEN E2A/PBX1 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

DETECCION DEL GEN E2A/PBX1 POR PCR EN TIEMPO FINAL

OBJETIVO. ~
Normalizar el procedimiento de Deteccion del gen E2A/PBX1 por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cbdigo CPMS (MINSA): 88299.18

Cédigo Tarifario INEN: 210717

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
E2A/PBX1 por PCR en tiempo final, en el 4rea de Biologia Molecular del Equipo Funcional
de Geneética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion
hasta el reporte del resuitado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al

Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

Bislogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacién de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de gel, analisis y emision de resultado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo de! Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Medico Oncoélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.

DEFINICION DE TERMINOS. —

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Av, Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4391. Web: www.inen.sid.pe e-mail: postmaster @inen.sid.pe

Paa 1




g

PNT.DNCC. INEN.001. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION

DEL GEN E2A/PBX1 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

(1).

71

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someteria a estudio.

Soluciéon Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet. - Pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monoémero, denominado
Nucledtido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisidén de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para diagnostico y gradacion de riesgo (pronostico) de leucemias agudas
de estirpe linfoide en pacientes pediatricos y adultos; segin guias actuales internacionales

EQUIPAMIENTO. —-

Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informético). -
- Camara de Fiujo Laminar, clase |l

- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

Av.
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- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Lectora de co6digo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20in

- Unidad de central de proceso -CPU de 3.1Ghz
- Teclado- Keyboard con puerto USB

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- CPU intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. -

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200ul
- Micropipeta volumen variable 2 ut - 20ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul - 20ul

Mobiliario. -

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Modulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

VIil. SUMINISTROS. -

Insumos y material médico. -

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

- Algoddn hidroéfilo x 500 g

- Aguja mdltiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 in
- Tubo plastico 3 mi para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papeltoalla x 300 m

- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chagqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantaldn dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafioc A4 (2)

- Toéner de impresién para Xerox céd. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 ml

Av. Angarmos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Paa 3




e
O Af

e, b

Ny i

PNT.DNCC. INEN.001. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
DEL GEN E2A/PBX1 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Mascarilla descartable quirirgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Alcohol etifico (etanol) 70°x 1 L

- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccién de ARN x 100 ml

- Solucién tampén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 ml
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X2.51

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alecohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para PCR x 500 ml

- Plumoén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para ARN para fluorometro Qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para PCR de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos seglin gene de fusién a estudiar

- Enzima taq hot start DNA polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracién 100 mm (kit)
- Tips esteéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 896

- Tubo de polipropilenc 200 p! para PCR con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 pl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10xx 1L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

/ Servicios Técnicos:
, Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomeédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos
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Servicios Publicos:
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11.2.

Agua
Luz
Teléfono

X. MUESTRA. —
% OBTENCION DE LA MUESTRA:

Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologla.

Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

SISTEMA BIOLOGICO:

Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN).

RECIPIENTE:

Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula 6sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

CONSERVACION Y MANEJO:

Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del 4rea de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1. Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
6sea).

Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.
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11.3.

11.4.

11.5.

11.6.

1.7,

11.8.

11.9.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo |,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI, con obtencién de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificaciéon de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Amplificacidn:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusion a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion E2A/PBX1,
uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima tag hot star DNA
polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regién especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion), por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién E2A/PBX1) segun bibliografia
(2) y protocolos internos.

11.10.Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.
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Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

2. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal.
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

Xlil. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA DESCRIPCION DE LA FECHA DE AUTORIZA

MODIFICACION Y MEJORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-8 Se elabora PNT segtn DA 5/12/2019 M.C. Pamela Mora

N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
J/IINEN
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DETECCION DEL GEN MLL/AF4 POR PCR EN TIEMPO FINAL

.  OBJETIVO. -
Normalizar el procedimiento de Deteccion del Gen MLL/AF4 por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —
- Cobdigo CPMS (MINSA): 88299.16
- Cédigo Tarifario INEN: 210718

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
MLL/AF4, en el 4rea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion hasta el reporte del
resuitado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacioén Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

- Técnico en Laboratorio del 4rea de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.

DEFINICION DE TERMINOS. —

- Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991, Web: www,inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Paa. 1



PNT.DNCC. INEN.002. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
DEL GEN MLL/AF4 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnastico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

- Solucion Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

. Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucledétido.

- Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

- Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totaimente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para diagnéstico y gradacion de riesgo (pronostico) de leucemias agudas
de estirpe linfoide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales

(1).

Vii. EQUIPAMIENTO. —
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informético). —~

. Camara de Flujo Laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador
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- Cémara fotografica digital

- Cémara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequenia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Lectora de codigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20in

- Unidad de central de proceso —CPU de 3.1Ghz

- Teclado- Keyboard con puerto USB

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- CPU intercore i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine
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PNT.DNCC. INEN.002. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION

VIll. SUMINISTROS. —

8.1

Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

Algodén hidréfilo x 500 ¢

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel foalia x 300 m

Jabon germicida liquido con triclosan x 800 ml

Guardapolvo de drill manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de drill para dama manga larga talla S
Chaqueta de drill manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de drill manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén dril unisex talla M color celeste

Pantalén dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 mi

Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla m

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar

Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

Gorro descartable de enfermera

Reactivo para extracciéon de ARN x 100 ml

Solucién tampdén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 ml

Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 mi
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- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 |

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ui x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para per x 500 mi

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para ARN para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para PCR de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con fiitro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos seglin gene de fusién a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 ul para PCR con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 pl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10xx 1 L

- Colorante para &cidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. ~
# OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el drea de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica
Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

< RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
4 CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no ser
posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a este
periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras con
tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

/ 11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia
Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales
de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).
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11.2

11.3

11.4

11.5

11.6

1.7

11.8

11.9

Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de Genética
y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada por el
Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de &cido
nucleico (ARN) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotometro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Ampilificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusion a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion MLL/AF4,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA -
polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacidn se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regidn especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del marcador
de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusion MLL/AF4) segun bibliografia (2)
y protocolos internos.

11.10Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
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auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA DESCRIPCION DE LA FECHA DE AUTORIZA

MODIFICACION Y MEJORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JINEN
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PNT.DNCC. INEN.003. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
DEL GEN TEL/AML1 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

DETECCION DEL GEN TEL/AML1 POR PCR EN TIEMPO FINAL

. OBJETIVO. -
Normalizar el procedimiento de Deteccién del gen TEL/AML1 por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.01
- Codigo Tarifario INEN: 210721

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién del gen
TEL/AML1, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcién hasta el reporte del
resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacién de Gel, andlisis y emision de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Médico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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PNT.DNCC. INEN.003. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
DEL GEN TEL/AML1 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

V. DEFINICION DE TERMINOS. —

- Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

- Puncion de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula dsea en forma liquida para su analisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

- Solucién Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacién de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleotido.

- Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

- Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para diagnéstico y gradacion de riesgo (pronostico) de leucemias agudas
de estirpe linfoide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales

(1).

Vii. EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Céamara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser

7.2 Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 ul

- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. -

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Modulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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PNT.DNCC. INEN.003. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine

Insumos y material médico:

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° X 500 Mi

- Algodén hidrofilo x 500 G

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g X 1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con Edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm X 9.1m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toallax 300 m

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamario a4 (2)

- Téner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabdn germicida liquido x 800 mi

- Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de plastico 25 | aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1L

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccién de ARN x 100 ml

- Solucion tampén (buffer) para lisis de giébulos rojos x 100 ml
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 m!

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/m! x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

~ Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para per x 500 ml

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para ARN para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 il con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 u!l - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segun gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para PCR con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

~ Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 yl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologfa molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- lLuz
- Teléfono

MUESTRA. -
+ OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Meédula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica
Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula osea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), é&cido  desoxirribonucleico
complementario (cADN)

% RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no ser
posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a este
periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras con
tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de

Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncoiogia
Medica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
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11.2

11.8

Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de Genética
y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada por el
Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacién por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypague densidad
1077G/MI. con obtencién de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacién de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacién y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Amplificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién TEL/AML1,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacidn se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regién especifica.

Preparacién de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

11.9 Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién TEL/AML1) segun bibliografia
(2) y protocolos internos.
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11.10Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado seguin evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

2. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal.
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

Xill. ANEXOS. —
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA DESCRIPCION DE LA FECHA DE AUTORIZA

MODIFICACION Y MEJORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplésicas (Resolucién
Jefatural N° 276-2019-
JANEN
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DETECCION DEL GEN DE FUSION AML1/ETO

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion del gen de fusion AML1/ETO por PCR en
tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cédigo CPMS (MINSA): 81206.03

Cadigo Tarifario INEN: 210701

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién del gen
fusion AML1/ETO, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcién hasta el reporte
del resultado obtenido

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacién de Gel, andlisis y emision de resultado.

Tecnico en Laboratorio del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Medico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

Vi

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrolio de
neoplasias.

Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someteria a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genetica. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monomero, denominado
Nucledtido.

Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos 'y
algunos virus; es responsable de su transmisién hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusién utilizado para diagnostico y gradacion de
riesgo (prondstico) de leucemias agudas de estirpe mieloide no promielocitica en
pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales internacionales. (1)

EQUIPAMIENTO. -

71

Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —
- Camara de flujo laminar, clase I

Centrifuga para tubos (02)

- Vortex
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotémetro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso ~cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumeérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 ul -~ 1000 ul

- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. -

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

~ Méddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos
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- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Modulo para computadora enchapado en melamine

VIIl. SUMINISTROS. -
Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

- Algodén hidréfilo x 500 g

- Aguja maltiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toallax 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mi

- Guardapolvo de dril manga larga para cabaliero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

- Toner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 ml

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla M

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1L
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- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccion de arn x 100 ml

- Solucién tampodn (buffer) para lisis de globulos rojos x 100 m|
- Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 mi

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 uf - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorometro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ui con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segtn gene de fusion a estudiar

- Enzima tag hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para pcr con tapa plana x 1000
- Tips esteéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 ul x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 11

- Colorante para 4cidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biclogia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

XL

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

L4

e

- Agua
- Luz
- Teléfono

/ \x MUESTRA. -

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula osea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
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11.2

11.3

1.4

11.5

11.6

1.7

11.8

11.9

Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el 4cido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de Acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se anaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Amplificacién:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion AML/ETO,
uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la region especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusién (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusion AML/ETO) segun bibliografia
(2) y protocolos internos.
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11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Biblogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segtn evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

Xil. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
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Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
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~ XIll. ANEXOS. -

1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIINEN

Alferez
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DETECCION DEL GEN DE FUSION CBFB/MYH11

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion del gen de fusion CBFB/MYH11 por PCR en
tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cédigo CPMS (MINSA): 88299.13

Cédigo Tarifario INEN: 210728

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusion CBFb/MYH11, en el drea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion hasta
el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacion de Gel, analisis y emision de resultado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacién de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Médico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediéatrica:
se encargan de |la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

»e

V1.

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulaciéon de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monoémero, denominado
Nucleétido.

Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion utilizado para diagnéstico y gradacién de
riesgo (prondstico) de leucemias agudas de estirpe mieloide no promielocitica en
pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales internacionales. (1).

Vil. EQUIPAMIENTO. -

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotémetro

- Termociclador

- Camara fotogréfica digital

- Cémara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpu intel core i7-477

- |Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ut -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. ~

- Silia giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe

Péa. 3




PNT.DNCC. INEN. 005. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION DEL GEN DE FUSION CBFB/MYH11V 0.1

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética'y Biologia Molecular

8.1

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Mbdulo para computadora enchapado en melamine

S| VIIl. SUMINISTROS. -
Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

Algodon hidréfilo x 500 g

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
Tubo plastico 3 mi para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 25cmx 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabén germicida liquido con tricotan x 800 mi

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén dril unisex talla M color celeste

Pantalén dril unisex talla S color celeste

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 mli

Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla M

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar

Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

Gorro descartable de enfermera

Reactivo para extraccién de arn x 100 mi
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- Solucién tampén (buffer) para lisis de gldbulos rojos x 100 mi (2)
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/mi x 100 mi

- Sodio cloruro 800 mg/100 ml (0.9 %) iny 1L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mi x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 m! x 1000

- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanocl) p.a. x2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para per x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos seglin gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para pcr con tapa plana x 1000

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estérii con filtro 2 i - 20 yl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500E
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. —

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- [Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -
% OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

_  Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

< RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
/ ' Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia
Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales
de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncoloégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula ésea).
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11.2

1.3

1.4

11.5

11.6

11.7

11.8

11.9

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccién de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacién y extraccién de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el 4cido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluordmetro y posterior medicion en el espectofotdmetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacién:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusion a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién
CBFb/MYH11, uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star
DNA polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza
por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado
de la region especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusion CBFb/MYH11) segin
bibliografia (2) y protocolos internos.

11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado serd validado segun evaluacién de datos clinicos y de otros examenes
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auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -
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Xlll. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segtin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2018-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacionail de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIINEN
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DETECCION DEL GEN DE FUSION PML/RARa

. OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccién del gen de fusién PML/RARa por PCR en
tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cédigo CPMS (MINSA): 81315.04
- Cédigo Tarifario INEN: 210702

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusion PML/RARa, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcién hasta el reporte
del resultado obtenido.

. RESPONSABILIDADES. —

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

- Biblogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacién de Gel, analisis y emisién de resultado.

- Tecnico en Laboratorio del &rea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

_ Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

- Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someteria a estudio.

- Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monoémero, denominado
Nucleétido.

- Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

. Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion PML/RARa utilizado para diagnostico,
definicion de variante molecular (ber, ber2 y ber3) y gradacion de riesgo en los casos de
leucemia promielécitica en pacientes pediatricos y adultos segin guias actuales
internacionales. (1)

LS

Vil. EQUIPAMIENTO. —
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
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- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Cémara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequeiia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpu Intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. ~

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul -~ 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. ~

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
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1

- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Mobdulo para computadora enchapado en melamine

1
<, \VIIl. SUMINISTROS. —

8.1 Insumos y material médico:
- Mascarilla descartable tipo N-95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml
- Algodén hidroéfilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccion de sangre alvacio 22 gx1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Papel toalla x 300 m
- Jabén germicida liquido con tricotan x 800 ml
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chagqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén dril unisex talla M color celeste
- Pantalén dril unisex talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mi
- Lentes protectores de policarbonato
- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)
- Téner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabon germicida liquido x 800 mi
- Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla m
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 c¢m color rojo
- Mandilén descartable talla estandar
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- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccion de arn x 100 ml

- Solucién tampon (buffer) para lisis de globulos rojos x 100 mi
- Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 m! (0.9 %) iny 1L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanof) p.a. X 2.5 |

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para pcr x 500 mi

- Plumon de tinta indeleble punta fina

~ Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segln gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para pcr con tapa plana x 1000
- Tips estérit con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 pl x 96

- Marcador de peso molecuiar (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1|

- Colorante para acidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml
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- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -
OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

o,
"

- Meédula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula osea).

s« SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

< RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

»,
*

- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

/A
/ Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. —

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética vy Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

: 11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
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11.2

Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bi6logo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera ia linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo |,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccién de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacién y extraccién de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de &cido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicion en el espectofotometro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencién
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion PML/RARa,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima tag hot star DNA
polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la region especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para &acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacién en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusién (bandas
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de peso molecular especificos para el gen de fusion PML/RARA segun variantes
ber1, ber2 y ber3) segun bibliografia (2) y protocolos internos.

11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -
1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016

revision to the World Heaith Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

XIli. ANEXOS. -

1.

Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

FECHA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

DE

AUTORIZA
ELABORACION
{ACTUALIZACION)

1-9

Se elabora PNT segtin DA

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para |la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN

5/12/2019

M.C Pamela Mora
Alferez
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DETECCION DEL GEN DE FUSION PLZF/RARa

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccién del gen de fusion PLZF/RARa por PCR en
tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.14
- Cdodigo Tarifario INEN: 210726

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusion PLZF/RARa, en el drea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética
y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion hasta el reporte
del resultado obtenido.

@

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnostico y Tratamiento:

- Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resuitado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de (a muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacién de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacién de Gel, andlisis y emision de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncoélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V.

VL.

Vil

DEFINICION DE TERMINOS. -

- Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

- Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de medula 6sea en forma liquida para su anélisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

- Solucion Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la formay el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet; pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondmero, denominado
Nucleétido.

- Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

_ Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion utilizado para diagnostico en casos de
leucemia promielécitica en pacientes pediatricos y adultos sin evidencia de la presencia
del gen de fusiéon PML/RARa.

EQUIPAMIENTO. —
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotébmetro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequena digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- lLectora de cédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —CPU de 3.1Ghz
- Teclado- Keyboard con puerto USB

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- CPU Intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 ul

- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

7.3 Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Modulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos
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- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Silla de escritorio giratoria rodante

- Mbdulo para computadora enchapado en melamine

iIl. SUMINISTROS. —
8.1 Insumos y material médico:

- Mascarilla descartable tipo n-95

- Guante para examen descartable talla s

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

- Algodén hidréfilo x 500 g

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in

- Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con edta
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con tricotan x 800 ml

- Guardapolvo de drill manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de drill para dama manga larga talla S

- Chaqueta de drill manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de drill manga corta para dama talla S color celeste

- Pantalon drill unisex talla M color celeste

- Pantalén drill unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

- Toner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 mi

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de plastico 25 | aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilon descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 11
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- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccién de ARN x 100 mi

- Solucion tampon (buffer) para lisis de gldbulos rojos x 100 mi
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 |

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 m! x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estérit con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 |

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 |

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 |

- Agua para PCR x 500 ml

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con fiftro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos seguln gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 el x 86

- Tubo de polipropileno 200 i para pcr con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 i - 20 pi x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 11

- Colorante para acidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

e
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
Y - lLuz
TN - Teléfono
{!‘ Th\;“\
A X. MUESTRA.-
\t'_ PR e

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (cADN)
RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Esideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

XIl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. ~

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia
Meédica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
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11.2

11.9

Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de fiujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacién por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoli-Hypaque densidad
1077G/ML. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de &cido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicién en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacién:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién PLZF/RAR,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinuclettidos dNTPs. El proceso de amplificacion se_realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regién especifica.

Preparacion de gei:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la ampiificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resuitado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusién (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién PLZF/RAR) segtin bibliografia
(1) y protocolos internos.
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11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Biélogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segln evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el

SISINEN.

YIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de

1999; 13(12):1901.

Il. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL. DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA

WAviE®]

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

FECHA .
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

DE

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

01 1-9

Se elabora PNT segun DA

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

‘Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucién
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN

5/12/2019

M.C Pamela Mora
Alferez
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oBJ

DETECCION DEL GEN DE FUSION DEK/CAN

ETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion del gen de fusién DEK/CAN por PCR en tiempo

final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -

Codigo CPMS (MINSA): 88299.34
Cédigo Tarifario INEN: 210759

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusién DEK/CAN, en el 4rea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcién hasta el reporte
del resuitado obtenido.

RES
Son

PONSABILIDADES. -
responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal

asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al

Diag

néstico y Tratamiento:

Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacién de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Cliinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Aucxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Méedico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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V.

VIl

DEFINICION DE TERMINOS. ~

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrolio de
neoplasias.

Puncion de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacién de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coégulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratoric que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para Estudio de gen de fusion utilizado para el diagnostico, gradacion de
riesgo (prondstico) de leucemias agudas de estirpe mieloide no promielocitica en
pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales. m

EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Camara de flujo laminar, clase il
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequena digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

: //Qx/w‘ﬂ} - Lectora de céodigo de barras
R
oy

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz

- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpu intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variabie 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. -

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Mébdulo de meianina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos
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_ Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Modulo para computadora enchapado en melamine

Insumos y material médico:

- Mascarilla descartable tipo n-95

- Guante para examen descartable talla s

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

- Algodon hidrofilo x 500 g

- Aguja multiple para extracciéon de sangre al vacio 22 gx1in

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm X 91 m
- Gel antibacterial para manos x 1 | aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabon germicida liquido con tricotan x 800 ml

- Guardapolvo de drill manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de drill para dama manga larga talla S

- Chaqueta de drill manga corta para caballero talla m color celeste
- Chaqueta de drill manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén drill unisex talla M color celeste

- Pantalon drill unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamario A4 (2)

- Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabdn germicida liquido x 800 ml

e - Mascarilla descartable quirtirgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L
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- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccién de arn x 100 ml

- Solucion tampoén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 ml
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 mi

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mi x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para PCR x 500 m|

- Plumoén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ui - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segun gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para pcr con tapa plana x 1000
- Tips estérii con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pul - 20 pl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -
Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

Q

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el érea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula osea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucieico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. —

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
p2a Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

111 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
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11.2

11.5

11.6

1.7

11.8

11.9

Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo 1l
limpieza de céamara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

Separacién de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencién de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccién y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afladen los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusion a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién PLZF/RAR,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regién especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicdn (producto obtenido del proceso de la amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para 4cidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusién (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién DEK/CAN) segln bibliografia
(2) y protocolos internos.
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11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Biblogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el

SISINEN.

Il. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

2. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de

1999; 13(12):1901.

/Xl ANEXOS. -
' 1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JANEN

PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
1-9 Se elabora PNT segtin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

Alferez
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DETECCION DEL GEN DE FUSION FIP1L1/PDGFRa

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccién del del gen de fusion FIP1L1/PDGFRa por PCR
en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. ~
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.1
- Cédigo Tarifario INEN: 210730

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusion FIP1L1/PDGFRa, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologfa, desde su recepcion hasta
el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccién y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular; se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncoélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

. Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrolio de
neoplasias.

_ Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula ésea en forma liquida para su andlisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

- Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informaciéon genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondémero, denominado
Nucledtido.

- Acido desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

- Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajerc a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cCADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion utilizado para diagndstico leucemias
agudas de estirpe mieloide con componente hipereosinofilico y sindromes
hipereosinofilicos, en pacientes pediatricos y adultos.

EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de Flujo Laminar, clase |l
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequeriia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Egquipo de aire acondicionado (2)

- Impresora l&ser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —CPU de 3.1Ghz
- Teclado- Keyboard con puerto USB

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- CPU Intel core i7-477

- Impresora Laser

Instrumentales. ~

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 uf — 1000 ul

- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

7.3 Mobiliario. —

- Silla giratoria de metat tipo cajero

- Estante de melanina

- Moddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos
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i

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Silla de escritorio giratoria rodante

- Modulo para computadora enchapado en melamine

S35 Vill. SUMINISTROS. -

Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22gx1tin
Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabon germicida liquido con tricotan x 800 ml

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén drill unisex talla M color celeste

Pantalén drill unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 mi

Mascarilla descartable quirtirgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla m

Tacho de plastico 25 L aprox.

bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilon descartable talla estandar

Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

Gorro descartable de enfermera

Reactivo para extraccién de arn x 100 mi
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- Solucion tamp6n (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 ml
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 |

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segun gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 ul para per con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 ul x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

{ .
ae .

- Agua
- Luz
- Teléfono

ZXTN X, MUESTRA. -

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula ¢sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservaciéon mayores a 24hrs.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética vy Biologia Molecular del

e Departamento de Patologia:
/ 11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
6sea).
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11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

11.4 Separacién de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

11.5 Extraccién y cuantificacién de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizo! se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacién y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicién en el espectofotometro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

11.6 Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se anaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

11.7 Ampilificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusion a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién
FIP1L1/PDGFRa, uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot
star DNA polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se
realiza por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto
amplificado de la region especifica.

11.8 Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicén (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

11.9 Andlisis de resultado:

, {

v TS El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacién en
S equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién FIP1L1/PDGFRA) segun
bibliografia (1) y protocolos internos.

‘é\ 11.10 Elaboracion y entrega de Resultado:

- - I El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
XK ' resultado sera validado segtin evaluacién de datos clinicos y de otros examenes
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auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

Xlil. ANEXOS. ~
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
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DETECCION DEL GEN DE FUSION SIL/TAL

.  OBJETIVO. -
Normalizar el procedimiento Deteccion del gen de fusién SIL/TAL por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.26
- Codigo Tarifario INEN: 210760

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
de fusion SIL/TAL, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcién hasta el reporte
del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacién de Gel, andlisis y emisién de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Meédico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.

DEFINICION DE TERMINOS. —

- Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.
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Puncion de Médula dsea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequena cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos metodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totaimente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusién utilizado para diagnéstico y gradacion de
riesgo (pronostico) de leucemias agudas de estirpe linfoide T en pacientes pediatricos y
adultos.

Vil. EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Camara de flujo laminar, clase ii
- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador
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- Céamara fotografica digital

- Céamara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de codigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20in

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz

- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpu Intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

Mobiliario. —-

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Moddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Modulo para computadora enchapado en melamine
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VIH. SUMINISTROS. -
8.1 Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

Algodoén hidréfilo x 500 g

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
Tubo plastico 3 mi para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jaboén germicida liquido con triclosan x 800 mi

Guardapolvo de drill manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de drill para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talia S color celeste
Pantalon dril unisex talla M color celeste

Pantalon dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla m

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar

Alcohol etilico (etanol) 70°x 1L

Gorro descartable de enfermera

Reactivo para extraccién de arn x 100 mi

Solucion tampon (buffer) para lisis de giébulos rojos x 100 ml

Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 mi
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- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

“\ - Agua para pcr x 500 ml

!~ - Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000

- Tips estéril con fitro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pecr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segun gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 i con tapa plana x 1000

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 ui x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6xx 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

-\ Servicios Técnicos:

/&] Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
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- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

R
"

- Agua
- Luz
- Teléfono

X. MUESTRA. -

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)
RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -
Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (1) y protocolos propios del area de

Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética vy Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (medula
osea).
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11.2

1.3

11.4

11.9

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Geneética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el 4cido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de &cido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencién
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociciador.

Amplificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusién SIL/TAL,
uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la region especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para dcidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizaciéon en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusion SIL/TAL) segln bibliografia (1)
y protocolos internos.
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11.10 Elaboracion y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segtn evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resuitados en el

SISINEN.

1. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Sagiio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

I. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520, Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Weh: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Pag. 8



PNT.DNCC. INEN 010. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DEL GEN DE FUSION SIL/TAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo ai Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

~OE ORg

< > G"@AVERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA

9/ e MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION

sl ¥°B g} (ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

f
\OLO‘E_,NE/“’// 01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
hne N° 001-2019-INEN- Alferez

DICON-DNCC
‘Lineamientos para |a
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucién
Jefatural N° 276-2019-
JANEN
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DETECCION DEL GEN BCR/ABL1 p190 POR PCR EN TIEMPO FINAL

OBJETIVO. -
Normalizar el procedimiento Deteccion del gen BCR/ABL1 p190 por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —
- Cédigo CPMS (MINSA): 81207.03
- Codigo Tarifario INEN: 210719

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién del gen
BCR/ABL1 p190 por PCR en tiempo final, en el 4rea de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su
recepcion hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. —

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

- Biblogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacién de Gel, analisis y emisién de resuitado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra de! Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del rea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular; se
encarga de la recepcién y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Meédico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de medula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicidn) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmisién hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion utilizado para diagnostico, gradacion de
riesgo (prondstico) y posibilidad de uso de terapia blanco (inhibidores tirosino kinasa) en
los casos de leucemias agudas de estirpe linfoide, de estirpe mieloide y en neoplasias
mieloproliferativas crénicas en pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales
internacionales. (1)

. EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informético). -

- Camara de flujo laminar, clase |l

- Centrifuga para tubos (02)
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- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotémetro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Lectora de codigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —~CPU de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado aifanumérico

- Cpu intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. ~

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

7.3 Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Modulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
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Silla fija de metal con brazos

Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
Silla de escritorio giratoria rodante

Médulo para computadora enchapado en melamine

. SUMINISTROS. -

8.1

Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

Algodén hidréfilo x 500 g

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 11in
Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mi

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla m color celeste
Chagqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalon dril unisex talla m color ceieste

Pantalén dril unisex talla s color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mi
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamario A4 (2)

Téner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla M

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar
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- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

Gorro descartable de enfermera

Reactivo para extraccion de arn x 100 mi

1

Solucion tampén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 m!
- Tubo de polipropiteno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estérif con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Cloroformo grado biclogia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorometro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentri fuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ui - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos segun gen de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 ui para pcr con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 pl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10xx 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml
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- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -
OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

_  Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. ~

4 Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
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Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Geneética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

11.4 Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/MI. con obtencién de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para ia siguiente actividad.

11.5 Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual seréa resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de 4acido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

11.6 Transformacién de ARN en molécula de cADN:

Se araden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencién
del cADN se daréa después de un ciclo de activacion en el termociclador.

11.7 Amplificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion BCR/ABL1
p190, uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regidn especifica.

11.8 Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

11.9 Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacién en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusién (bandas
de peso molecular especificos para el gen de fusién BCR/ABL1 p190) segun
bibliografia (2) y protocolos internos.
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11.10 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bitlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segin evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and
acute leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome
aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia.
diciembre de 1999; 13(12):1901.

XIll. ANEXOS. -

1.

Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL. DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
% (ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
g 01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN

TR
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DETECCION DEL GEN BCR/ABL1 p210 POR PCR EN TIEMPO FINAL

. OBJETIVO. —~
Normalizar el procedimiento Deteccion del gen BCR/ABL1 p210 por PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. ~
- Cédigo CPMS (MINSA): 81206.04
- Codigo Tarifario INEN: 210720

ALCANCE. ~

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion del gen
BCR/ABL1 p210 por PCR en tiempo final, en el area de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su
recepcion hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologfa Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificaciéon de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

- Técnico en Laboratorio del drea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipoc Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula osea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Soluciéon que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informaciéon genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleoétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para estudio de gen de fusion utilizado para diagnéstico, gradacion de
riesgo (pronostico) y posibilidad de uso de terapia blanco (inhibidores tirosino kinasa) en
los casos de leucemias agudas de estirpe linfoide, de estirpe mieloide y en neoplasias
mieloproliferativas cronicas en pacientes pediatricos adultos, segun guias actuales
internacionales (1).

. EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Camara de flujo laminar, clase lI

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34, Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe

Pag. 2



SICADEL

y e
2
pod

PNT.DNCC. INEN 012. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DEL GEN BCR/ABL1 p210 POR PCR EN TIEMPO FINAL V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequeria digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20In

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado aifanumérico

- Cpu intel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 u} -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 ul

//( - Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ui

7.3 Mobiliario. ~

Silla giratoria de metal tipo cajero

Estante de melanina
Mddulo de melanina para computadora
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8.1

Mesa de metal

Silla fija de metal con brazos

Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
Silla de escritorio giratoria rodante

Modulo para computadora enchapado en melamine

. SUMINISTROS. -~
Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-85

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

Algoddn hidrofilo x 500 g

Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabén germicida liquido con triclosan x 800 ml

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalon dril unisex talla M color celeste

Pantalén dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresién para Xerox coéd. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla M

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo
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- Mandilon descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccién de ARN x 100 mi

- Solucidn tampoén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 mi
- Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 mi

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/mi x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 m! (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x2.5L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorometro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pi con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ui - 200 ul x 96

- Primers especificos segtin gene de fusion a estudiar

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/uf) x 1000 u

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentraciéon 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 pl para pcr con tapa plana x 1000
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 yl x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1|

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
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- Buffer de carga 6x x 1 ml
- Tips 0.5 ul -10 ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- lLuz
- Teléfono

MUESTRA. -
OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

/ XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética vy Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
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11.8

11.9

Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica {médula
Osea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/ML. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacién y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el &cido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido
nucleico (ARN) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorometro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Ampilificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando el gen de fusién a
estudiar por medio del uso de primers especificos para el gen de fusion BCR/ABL1
p210, uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq hot star DNA
polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de
la regién especifica.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (producto obtenido del proceso de la amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para écidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacién en
equipo de luz UV (lumindmetro) para definir la presencia del gen de fusion (bandas
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de peso molecular especificos para el gen de fusion BCR/ABL1 p210) segun
bibliografia (2) y protocolos internos.

11.10 Elaboracion y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segin evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.

Xil. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The 2016
revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and acute
leukemia. Blood. 19 de mayo de 2016; 127(20):2391-405.

2. Dongen J van, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, etal
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations
in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Leukemia. diciembre de
1999; 13(12):1901.

Xill. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

L\VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA

(Y MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION

7 (ACTUALIZACION) {ACTUALIZACION)

01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
‘Lineamientos para la
elaboraciéon de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIANEN
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DETECCION Y CUANTIFICACION BCR/ABL1 p210

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion y Cuantificacion BCR/ABL1 p210 por PCR en
tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —

Cédigo CPMS (MINSA): 81206.07
Cédigo Tarifario INEN: 210731

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién y
Cuantificacion BCR/ABL1 p210, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genetica y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion hasta
el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el andlisis de resuitado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacién de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, andlisis y emisién de resultado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacién de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Medico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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V.

DEFINICION DE TERMINOS. -

- Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

_ Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

- Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

_ Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especiaimente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

- Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

- Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

- Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

- Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacién del gen de fusion utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) y valorar la respuesta al tratamiento o la falla
de respuesta al tratamiento a las terapias blanco (inhibidores tirosino kinasa) en los casos
de las neoplasias mieloproliferativas crénicas con deteccion previa de la presencia del gen
de fusion BCR/ABL1 variante p210 en pacientes pediatricos y aduitos, segun guias
actuales internacionales (1), ademas en casos de leucemias agudas en los cuales se haya
identificado dicho gen de fusién previamente.

. EQUIPAMIENTO. -

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -
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- Camara de flujo laminar, clase il

- Centrifuga para tubos.

- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Camara de flujo laminar-Purificador vertical de metal
- Espectrofotometro

- Termociclador

- Cémara fotografica digital

- Cémara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequenia digital

- Transiluminador

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de codigo de barras

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

Mobiliario. ~

- Silla giratoria de metal tipo cajero
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- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine

Vill. SUMINISTROS. -

Insumos y material médico:

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Aleohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

- Algodon hidrofilo x 500 g

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla s color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

- Téner de impresion para Xerox céd. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 mi

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla M
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- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 em color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Gorro descartable unisex x 100

- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con fiftro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Alcohol isopropilico (isopropancl) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 |

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para pcr x 500 mi

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con fiitro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Sistema para detecci6n y cuantificacion de la expresién génica de la t (9,22) x 100
determinaciones

- Sistema para deteccioén y cuantificacion del gen abl x 100 determinaciones
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pt - 20 yl x 96

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real
lightcycler 480 x 50

- Tips con filtro 1000 ul x 96
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. ~

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -
< OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula dsea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

A Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34, Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www,inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe

Pag. 6



P
& 3
"?, lg

PNT.DNCC. INEN 013. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION Y CUANTIFICACION BCR/ABL1 p210V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

11.2

Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Extraccion y cuantificacion de ARN:

Proceso que incluye la Separacion de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/M:.
con obtencién de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccién y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extraccién de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular; en
posterior sera necesario definir la cantidad de acido nucleico (ARN) cuantificacion
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicién en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se anaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacion en tiempo real:

Se utiliza el Sistema para deteccion y cuantificacién de la expresion génica de la
t(9;22) variante p210 y el sistema para deteccién y cuantificacién del gen ABL, este
sistema incluye los plasmidos para cuantificar el gen de fusién y el gen control de la
prueba; asi como la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion), el producto final es llevado en una placa
transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se iran
evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resuitado:

Se analizan las curvas de amplificacién por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razon o cuantificacion relativa entre las copias del gen de fusion BCR/ABL1 p210 y
del gen control ABL1 por cien, expresado en porcentaje; segun bibliografia (2) y
protocolos internos.

Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resuitado sera validado segun evaluacion de datos clinicos, resultados previos y de
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otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

XIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1 Baccarani M1, Castagnetti F, Gugliotta G, Rosti G. A review of the European
LeukemiaNet recommendations for the management of CML. Ann Hematol. 2015

Apr;94 Suppl 2: S141-7.
2 Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse

transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003

Dec;17(12):2318-57.

. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION | PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segln DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para Ila
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN

Alferez
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DETECCION Y CUANTIFICACION BCR/ABL1 p190

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion y Cuantificacion BCR/ABL1 p190 por PCR en
tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —

Codigo CPMS (MINSA): 81207.01
Cédigo Tarifario INEN: 210732

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificacion BCR/ABL1 p190, en el drea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su recepcion hasta
el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacién de Gel, andlisis y emision de resuitado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Médico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Av. Angamos Este N* 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Pag. 1




PNT.DNCC. INEN 014. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION BCR/ABL1 p190 V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética'y Biologia Molecular

V. DEFINICION DE TERMINOS. -

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacién de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleotido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de ias
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacién del gen de fusién utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) y valorar la respuesta al tratamiento o la falla
de respuesta al tratamiento a las terapias blanco (inhibidores tirosino kinasa) en los casos

de las neoplasias mieloproliferativas cronicas con deteccion previa de la presencia del gen
de fusion BCR/ABL1 variante P190 en pacientes pediatricos y adultos, segun guias
actuales internacionales (1), ademas en casos de leucemias agudas en los cuales se haya
identificado dicho gen de fusion previamente.

EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). ~
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- Céamara de flujo laminar, clase il

- Centrifuga para tubos.

- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Camara de flujo laminar-Purificador vertical de metal
- Teclado alfanumérico

- Cpu intel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de cédigo de barras

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul -~ 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine
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Vill. SUMINISTROS. -

8.1

Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

Algodén hidréfilo x 500 g

Aguja mdltiple para extraccion de sangre al vacio 22 g X 1in
Tubo plastico 3 mi para extraccion al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mi

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén dril unisex talla M color celeste

Pantalén dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mi
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabon germicida liquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla M

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilon descartable talla estandar

Gorro descartable unisex x 100

Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 mi
Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/mi x 100 ml

Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1L

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
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- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con fiitro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

determinaciones
- Sistema para deteccion y cuantificacion del gen abl x 100 determinaciones
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 pl x 96

lightcycler 480 x 50
- Tips con filtro 1000 ul x 96

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- luz
- Teléfono

- Sistema para deteccion y cuantificacion de la expresion génica de la t (9,22) x 100

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real
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X. MUESTRA. -
& OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

. Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), é&cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

% RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

(/( 11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo 1,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.
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1.4

Extraccién y cuantificacion de ARN:

Proceso que incluye la Separacion de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/MI.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccién y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacién y extraccién de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecuiar; en
posterior sera necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ARN) cuantificacion
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicién en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

Transformacién de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Amplificacion en tiempo real:

Se utiliza el Sistema para deteccion y cuantificacion de la expresion génica de la
t(9,22) variante p190 y el sistema para deteccion y cuantificacion del gen ABL, este
sistema incluye los plasmidos para cuantificar el gen de fusién y el gen control de la
prueba; asi como la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion), el producto final es llevado en una placa
transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se iran
evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacién por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razoén o cuantificacion relativa entre las copias del gen de fusién BCR/ABL1 variante
p190 y del gen control ABL1 por cien, expresado en porcentaje; segin bibliografia
(2) y protocolos internos.

Elaboracién y entrega de Resultado:

El Biblogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

/777~ 'XIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

Y ( 1. Baccarani M1, Castagnetti F, Gugliotta G, Rosti G. A review of the European
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2. Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003
Dec;17(12):2318-57
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIINEN

VERSION | PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

Alferez

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEQPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Pag. 9







PNT.DNCC. INEN 015. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION PML/RARa bert V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

DETECCION Y CUANTIFICACION PML/RARa bert

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccion y Cuantificacion PML/RARa ber1 por PCR en
tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cadigo CPMS (MINSA): 81316.01
- Cédigo Tarifario INEN: 210733

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificacién PML/RARa bcr1 por PCR en tiempo real, en el area de Biologia Molecular
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia,
desde su recepcidn hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacién de Gel, andlisis y emision de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular; se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de |a toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -
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Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncién de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleoétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacién del gen de fusién utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) en los casos de Leucemia Mieloide

Pro

mielocitica con deteccion previa de la presencia del gen de fusion PML/RARa variante

bert en pacientes pediatricos y adultos.

71

. EQUIPAMIENTO. —

Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase lI
- Centrifuga para tubos.
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- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Cémara de flujo laminar

- Purificador vertical de metal

- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de cédigo de barras

- Computadora

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

Mobiliario. ~

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Méodulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine
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Vill. SUMINISTROS. —
8.1 Insumos y material médico:
- Mascarilla descartable tipo N-95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi
- Algodén hidréfilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22gx1in

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 91 M

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papeltoallax 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosén x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén drill unisex talla M color celeste

- Pantalon drill unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamario a4 (2)

- Téner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jab6n germicida liquido x 800 ml

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de pléastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

/ J( - Gorro descartable unisex x 100

s - Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
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- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Pilumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Sistema para deteccién y cuantificacion de pmi-raraft (15;17)
determinaciones

- Sistema para deteccion y cuantificacion del gen abl x 100 determinaciones
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 pl x 96

x100

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real

lightcycler 480 x 50
- Tips con filtro 1000 ul x 96

X. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- [Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-maik: postmaster@inen.sid.pe

Paa. 5




oEADRY

o "
(=)
A =

PNT.DNCC. INEN 015. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION PML/RARa ber1 V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

X. MUESTRA. -
& OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

_ Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

. Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), d&cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

< RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Gabert et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada

por el Bidlogo.
/ 11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo 1l
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.
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11.4

1.5

11.6

1.7

11.8

Extraccién y cuantificaciéon de ARN:

Proceso que incluye la Separacién de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/ML.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccion y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extraccion de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular, en
posterior sera necesario definir la cantidad de acido nucleico (ARN) cuantificacién
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicién en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

Transformacién de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencién
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacion en tiempo real:

Se utiliza el Sistema para deteccion y cuantificacion de la expresion génica de la
t(15;17) variante ber1 y el sistema para deteccién y cuantificacion del gen ABL, este
sistema incluye los plasmidos para cuantificar el gen de fusion y el gen control de la
prueba; asi como la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion), el producto final es llevado en una placa
transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se iran
evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de piasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razén o cuantificacién relativa entre las copias del gen de fusién PML/RARa
variante bcr1 y del gen control ABL1 por cien, expresado en porcentaje; segun
bibliografia (1) y protocolos internos.

Elaboracion y entrega de Resuiltado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacion de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resuitados en el SISINEN.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003
Dec;17(12):2318-57
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Xill. ANEXOS. -

1.

Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIANEN

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORAC!C)N,
» \\ (ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

?j 01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

S N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de
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Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

DETECCION Y CUANTIFICACION PML/RARa bcr2

OBJETIVO. —

Normalizar el procedimiento de Deteccion y Cuantificacién PML/RARa ber2 por PCR en
tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —

Cédigo CPMS (MINSA): 81316.02
Caodigo Tarifario INEN: 210734

ALCANCE. —

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificacion PML/RARa bcr2 por PCR en tiempo real, en el area de Biologia Molecular
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia,
desde su recepcion hasta el reporte del resuitado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resuitado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, andlisis y emisién de resultado.

Técnico en Laboratorio del drea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del &rea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular; se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Médico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -
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Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefa cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especiaimente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por ofra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

Estudio de cuantificacion del gen de fusion utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) en los casos de Leucemia Promielocitica con
deteccion previa de la presencia del gen de fusion PML/RARa variante bcr2 en pacientes
pediatricos y adultos.

EQUIPAMIENTO. -~
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Camara de flujo laminar, clase |l

- Centrifuga para tubos.
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- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02)

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Céamara de flujo laminar - Purificador vertical de metal
- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg

- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 t4 tipo piso techo
- Lectora de codigo de barras

- Computadora

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul ~ 1600 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Mdbdulo para computadora enchapado en melamine
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VIil. SUMINISTROS. ~

8.1

Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

Algodon hidréfilo x 500 g

Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22gx1in
Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m

Ge! antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mi

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén dril unisex talla M color celeste

Pantalon dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mi
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabon germicida fiquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla m

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilon descartable talla estandar

Gorro descartable unisex x 100

Tubo de polipropileno, fondo cénico esteéril x 15 mi
Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1L

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
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- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para per x 500 ml

- Plumoén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para ARN para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ui - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Sistema para deteccion y cuantificacion de pml-rara/t (15;17)
determinaciones

- Sistema para deteccién y cuantificacion del gen abl x 100 determinaciones
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 ul x 96

x100

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real

lightcycler 480 x 50
- Tips con filtro 1000 ul x 96

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS.
Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono
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X. MUESTRA. -

OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Meédula dsea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (medula Osea).

SISTEMA BIOLOGICO:

- Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (cADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. ~

Basado en metodologia descrita por Gabert et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo |l
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.
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11.4 Extraccion y cuantificacién de ARN:

Proceso que incluye la Separacién de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/MI.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccién y cuantificacién
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extracciéon de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular; en
posterior sera necesario definir la cantidad de acido nucleico (ARN) cuantificacién
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicion en el espectofotometro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

Transformaciéon de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

11.6 Amplificacion en tiempo real:

Se utiliza el Sistema para deteccién y cuantificacién de la expresién génica de la
t(15;17) variante ber2 y el sistema para deteccién y cuantificacion del gen ABL, este
sistema incluye los plasmidos para cuantificar el gen de fusién y el gen control de la
prueba; asi como la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion), el producto final es llevado en una placa
transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se iran
evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacién por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusién y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razén o cuantificacién relativa entre las copias del gen de fusion PML/RARa
variante bcr2 y del gen control ABL por cien, expresado en porcentaje; seguin
bibliografia (1) y protocolos internos. -

Elaboracion y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacién de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

/7" XII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003
Dec;17(12):2318-57
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Xlll. ANEXOS. -
1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIINEN
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DETECCION Y CUANTIFICACION PML/RARa ber3

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccién y Cuantificacion PML/RARa ber3 por PCR en
tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. ~
- Cédigo CPMS (MINSA): 81316.03
- Cddigo Tarifario INEN: 210735

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificacion PML/RARa bcr3 por PCR en tiempo real, en el 4rea de Biologia Molecular
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia,
desde su recepcion hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. —

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Biblogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

- Técnico en Laboratorio del érea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
T Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula dsea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

3 - é%
NoeL
H

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar

alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de

neoplasias.

Puncion de Médula dsea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer

una pequefia cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del

total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucion que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su

disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la protecciéon completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en

un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de

acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado

Nucleétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organos vivos vy

algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las

funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a

partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar

gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacién del gen de fusién utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) en los casos de Leucemia Mieloide
Promielocitica con deteccién previa de la presencia del gen de fusion PML/RARa variante
ber3 en pacientes pediatricos y adultos.

. EQUIPAMIENTO. -

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase ||
- Centrifuga para tubos.
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- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Camara de flujo laminar- Purificador vertical de metal
- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de cédigo de barras

- Computadora

- Impresora laser

instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine

8.1 Insumos y material médico:
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- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

- Algodon hidréfilo x 500 g

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 11in
- Tubo plastico 3 mi para extraccién al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cmx 9.1 M

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chagueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de pléastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

- Toéner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jaboén germicida liquido x 800 ml

- Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla M

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Gorro descartable unisex x 100

- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 mi

- Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 m! x 1000
- Tips con fittro 1000 ul x 96
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- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para per x 500 m|

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para ARN para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 ul con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Sistema para deteccion y cuantificacion de pml-rara/t (15;17)
determinaciones

- Sistema para deteccion y cuantificacion del gen abl x 100 determinaciones
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pi - 20 ! x 96

x100

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real

lightcycler 480 x 50
- Tips con filtro 1000 ul x 96

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -

X » OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el 4rea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo

Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.
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XL

Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula dsea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

4 RECIPIENTE:

Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

& CONSERVACION Y MANEJO:

Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacién mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Gabert et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1

1.4

Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
6sea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo Il
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Extraccién y cuantificacion de ARN:

Proceso que incluye la Separacion de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/MI.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccion y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
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1.5

11.6

1.7

11.8

muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extraccion de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular; en
posterior sera necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ARN) cuantificacion
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

Amplificacion en tiempo real:

Se utiliza el Sistema para deteccion y cuantificacién de la expresion génica de la
t(15,17) variante bcr3 y el sistema para deteccion y cuantificacién del gen ABL, este
sistema incluye los plasmidos para cuantificar el gen de fusién y el gen control de la
prueba; asi como la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion), el producto final es lievado en una placa
transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se iran
evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razon o cuantificacion relativa entre las copias del gen de fusién PML/RARa
variante bcr3 y del gen control ABL por cien, expresado en porcentaje; segtn
bibliografia (1) y protocolos internos.

Elaboracion y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segln evaluacion de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

1. Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003

Dec;17(12):2318-57

Xlil. ANEXOS. -

1.

Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JANEN

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-8 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de
Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
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DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO
REAL V0.1
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DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO REAL

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Deteccién y Cuantificacion del gen AML1/ETO técnica
PCR en tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Cddigo CPMS (MINSA): 81206.01
- Cédigo Tarifario INEN: 210715

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificacién del gen AML1/ETO técnica PCR en tiempo real, en el area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia, desde su recepcién hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. -

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, analisis y emision de resultado.

- Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

- Auxiliar asistencial del érea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

- Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacién de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Oncdlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula dsea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

Vil

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequena cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos metodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucledétido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacion del gen de fusion utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) en los casos de Leucemia Mieloide Aguda con
deteccién previa de la presencia del gen de fusion AML/ETO en pacientes pediatricos y
adultos.

EQUIPAMIENTO. -
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase |l

- Centrifuga para tubos.
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- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de per en tiempo real.

- Camara de flujo laminar-Purificador vertical de metal
- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de codigo de barras

- Computadora

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul — 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Médulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Médulo para computadora enchapado en melamine
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PNT.DNCC. INEN 018. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCREN TIEMPO
REAL V0.1

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

VIll. SUMINISTROS. —
8.1 Insumos y material médico:
- Mascarilla descartable tipo N-95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi
- Algododn hidréfilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio22gx1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 m!

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

- Téner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabon germicida liquido x 800 ml

- Mascarilla descartable quirirgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla M

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Gorro descartable unisex x 100

- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

- Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

- Sodio cloruro 800 mg/100 ml (0.9 %) iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mi x 500

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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PNT.DNCC. INEN 018. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO

REAL V0.1

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips con filtro 1000 ui x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para per x 500 ml

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropileno para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 uf x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Plasmidos estandar gen fusion aml1/eto en
Controlada10,100,1000,100000, 1000000 copias

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96
- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul - 20 pl x 96

lightcycler 480 x 50
- Tips con filtro 1000 ul x 96

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
~ Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

diluc.

- Plasmidos estandar gen abl en dilucion controlada de 1000, 10000, 100000 copias

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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PNT.DNCC. INEN 018. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO
REAL V0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento

X. MUESTRA.-
& OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

_ Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

< RECIPIENTE:
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
+ CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Gabert et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (méduia
osea).

11.2 Registro de la muestra:

Recepcién de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada

por el Bidlogo.
: 11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo |l
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula osea.
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PNT.DNCC. INEN 018. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO
REAL V0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

11.4 Extraccion y cuantificacion de ARN:

Proceso que incluye la Separacion de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/M!.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccién de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccién y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extraccién de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular; en
posterior sera necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ARN) cuantificacion
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorometro y posterior
medicion en el espectofotometro, se espera que el valor este por encima de
100ng/ul.

11.5 Transformacién de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes de! kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador.

11.6 Amplificacion en tiempo real:

Se utilizan los Plasmidos Estandar Gen Fusién Aml1/Eto En Diluc. Controlada10,
100, 1000, 100000,1000000 Copias y los Plasmidos Estandar Gen Abl En Dilucién
Controlada De 1000, 10000, 100000 Copias y el producto final es llevado en una
placa transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde se
iran evidenciando las curvas de amplificacién.

11.7 Andlisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razon o cuantificacién relativa entre las copias del gen de fusion AML1/ETO y del
gen control ABL por cien, expresado en porcentaje; segin bibliografia (1) y
protocolos internos.

11.8 Elaboracion y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resuitado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segtin evaluacion de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

XIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

P 1. Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al.
c Standardization and quality control studies of 'real-time' quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003
Dec;17(12):2318-57
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Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN AML1/ETO TECNICA PCR EN TIEMPO

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
J/AINEN

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
01 1-8 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

Alferez
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PNT.DNCC. INEN 019. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN DE FUSION CBFB/MYH11 V0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN DE FUSION CBFB/MYH11

OBJETIVO. ~-

Normalizar el procedimiento de Deteccién y Cuantificacién del gen CBFB/MYH11 por PCR
en tiempo real.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —

Cédigo CPMS (MINSA): 88299.2
Cédigo Tarifario INEN: 210767

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
Cuantificaciéon del gen CBFB/MYH11/ETO, en el area de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de' Patologia, desde su
recepcion hasta el reporte del resuitado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacion Hospitalaria SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, analisis y emisién de resultado.

Técnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Medico Oncélogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula 6sea.
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PNT.DNCC. INEN 018. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION DEL GEN DE FUSION CBFB/MYH11 V0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

V. DEFINICION DE TERMINOS. —

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncion de Médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucién Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicién) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefas porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleotido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de dobie cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

VI. SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Estudio de cuantificacion del gen de fusion utilizado para determinar el control de la
enfermedad (Enfermedad minima residual) en los casos de Leucemia Mieloide Aguda con
deteccion previa de la presencia del gen de fusion CBFB/MYH en pacientes pediatricos y
adultos.

Vil. EQUIPAMIENTO. -

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). —

- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos.
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Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Microcentrifuga refrigerada.

- Vortex (02).

- Refrigeradora

- Equipo para determinacion de pcr en tiempo real.

- Camara de flujo laminar - Purificador vertical de metal
- Teclado alfanumeérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg

- Monitor plano de 20 in

- Unidad central de proceso - cpu de 3.1 ghz

- Teclado - keyboard con puerto usb

- Equipo para aire acondicionado tipo domestico de 24000 btu tipo piso techo
- Lectora de cédigo de barras

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul
- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 ul

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Mddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Mébdulo para computadora enchapado en melamine
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Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia - Equipo Funcionat de Genética y Biologia Molecular

VIil. SUMINISTROS. -
8.1 Insumos y material médico:

Mascarilla descartable tipo N-95

Guante para examen descartable talla S

Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mi

Algodén hidrofilo x 500 g

Aguja multiple para extraccion de sangre alvacio22gx1in
Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 91m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m

Jabén germicida liquido con triclosan x 800 ml

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Pantalén dril unisex talla M color celeste

Pantalén dril unisex talla S color celeste

Contenedor de plastico de bioseguridad portéatil de 950 m!
Lentes protectores de policarbonato

Papel bond 75 g tamafio A4 (2)

Téner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

Jabén germicida liquido x 800 ml

Mascarilla descartable quirirgica 3 pliegues

Guante para examen descartable talla M

Tacho de plastico 25 L aprox.

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Mandilén descartable talla estandar

Gorro descartable unisex x 100

Tubo de polipropileno, fondo coénico esteril x 15 mi
Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/ml x 100 ml

Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1 L

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml x 500
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- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips con filtro 1000 ul x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mi x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima Transcriptasa Reversa X 200 Determinaciones

- Tubo de Polipropileno Para PCR De 200 ul Con Tapa X 1000
- Tips Estéril Con Filtro 0.1 Ul - 10 U1 X 96

- Tips Estéril Con Filtro 20 UI - 200 Ul X 96

- Primer Enr862 5'-Agggcccgcttggactt-3' Nmol

- Primer Enr863 5'-Cctcgttaagcatccctgtga-3' Nmol

- Primer Enr865 5'-Ctctttctccagegtctgcttat-3' Nmol

- Primer Enf803 5'-Cattagcacaacaggcctttga-3' 50 Nmol

- Primer Enf1003 5'-Tggagataacactctaagcataactaaaggt-3' 50 N
- Primer Enf1043 5'-Fam-Catttttggtttgggcttcacaccatt-3' 50 N

- Primer Enf1063 5'-Gatgtagttgcttgggaccca -3' 50 N

- Solucién premezciada para PCR tiempo real concentracion 2x x 200
determinaciones

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 el x 96
- Tipos estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pf - 20 pi x 96

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba pcr en tiempo real
lightcycler 480 x 50

- Tips con filtro 1000 ut x 96

- PLASMIDOS ESTANDAR GEN ABL en dilucién controlada de 1000, 10000,
100000 copias.

- PLASMIDOS ESTANDAR GEN FUSION CBFB/MYH11 VARIANTE A EN DILUC.
CONTROLADA10,100,1000,100000,1000000 COPIAS.

- PLASMIDOS ESTANDAR GEN FUSION CBFB/MYH11 VARIANTE D EN DILUC.
CONTROLADA10,100,1000,100000,1000000 COPIAS.
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_ PLASMIDOS ESTANDAR GEN FUSION CBFB/MYH11 VARIANTE E EN DILUC.
CONTROLADA10,100,1000,100000,1000000 COPIAS.

- Reactivo para extraccion de ARN X 100ML.
- Solucién tampén (buffer) para lisis de globulos rojos.

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomedicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

X. MUESTRA.-
' & OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula 6sea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

SISTEMA BIOLOGICO:

_ Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), é&cido desoxirribonucleico
complementario (CADN)

RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
& CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Gabert et al (1) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
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1.1

11.2

11.3

1.4

11.5

1.7

Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
osea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo Il,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

Extraccion y cuantificacién de ARN:

Proceso que incluye la Separacion de linfocitos que consiste en el aislamiento de la
fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por gradiente de
densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad 1077G/MI.
con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo para
extraccion de ARN) para la siguiente actividad que es la Extraccion y cuantificacion
de ARN propiamente dicha, para esto se usa la metodologia trizol-cloformo, la
muestra resuspendida en trizol se mezcla con cloroformo y por metodologia de
centrifugacion y extraccién de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido con agua de grado molecular; en
posterior sera necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ARN) cuantificacion
que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y posterior
medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima de

100ng/ul. -

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se afiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

Amplificacion en tiempo real:

Se utilizan los primers y plasmidos estandar Gen Fusion CBFB/MYH11 en Diluc.
Controlada10, 100, 1000, 100000,1000000 Copias y ios Plasmidos Estandar Gen
Abl en Dilucién Controlada De 1000, 10000, 100000 Copias, asi como la solucion
premezclada para prueba en PCR en tiempo real y el producto final es llevado en
una placa transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo real donde
se iran evidenciando las curvas de amplificacion.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
del gen de fusion y del gen control; el resultado final se expresa por medio de una
razén o cuantificacion relativa entre las copias del gen de fusion CBFB/MYH11 y del
gen control ABL por cien, expresado en porcentaje; segun bibliografia (1) y
protocolos internos.
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11.8 Elaboracién y entrega de Resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segun evaluacién de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. -

41 Gabert J1, Beillard E, van der Velden VH, Bi W, Grimwade D, Pallisgaard N, et al
Standardization and quality control studies of 'real-time’ quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia - a Europe Against Cancer program. Leukemia. 2003
Dec;17(12):2318-57

1. Control de cambios y mejoras
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA
MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) {ACTUALIZACION)
01 1-9 Se elabora PNT segun DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora

N° 001-2019-INEN-
DICON-DNCC

“‘Lineamientos para la
elaboracion de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-
JIANEN

Alferez
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PANEL MOLECULAR PARA LEUCEMIAS LINFATICAS AGUDAS-CELULA B X PCR

OBJETIVO. -

Normalizar el procedimiento de Panel molecular para Leucemias Linfaticas agudas-célula
B x PCR en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS. —

Cédigo CPMS (MINSA): 88299.15
Cédigo Tarifario INEN: 210722

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento Panel molecular para
Leucemias Linfaticas agudas-célula B x PCR, en el area de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia, desde su
recepcion hasta el reporte del resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES. ~

Son responsables del cumplimiento del presente documento normativo, el personal
asistencial, administrativo y directivo del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnéstico y Tratamiento:

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis de resultado y valida los resultados obtenidos en el
Sistema de Informacién Hospitalaria SISINEN. :

Biodlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, separacion de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de Gel, andlisis y emisién de resultado.

Tecnico en Laboratorio del area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica: se encarga de la toma de muestra de sangre periférica.

Auxiliar asistencial del 4rea de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica: se encargan de la toma de muestra de sangre periférica.

Personal administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcion y regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

Meédico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula ésea.
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V. DEFINICION DE TERMINOS. -

VIl

Estudio Molecular. - Es el uso de técnicas de biologia molecular para identificar
alteraciones en el ADN y/o ARN que son responsables del origen y desarrollo de
neoplasias.

Puncién de Médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

Solucion Anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

Acido Etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaguetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Pellet: pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucledtido.

Acido Desoxirribonucleico ADN. - Es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

Acido Ribonucleico — ARN. - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

ADN complementario - cDNA. - Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar
gérmenes microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Prueba utilizada para diagnéstico y gradacion de riesgo (pronostico) de leucemias agudas

de

estirpe linfoide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales

internacionales. (1)

EQUIPAMIENTO. —

741

Equipamiento (médico, biomédico, elecromecanico, informatico). -

- Céamara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Pag. 2



PNT.DNCC. INEN 020. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PANEL
MOLECULAR PARA LEUCEMIAS LINFATICAS AGUDAS — CELULA B X PCR V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro52 ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg
- Monitor plano de 20in

- Unidad de central de proceso —cpu de 3.1ghz
- Teclado- keyboard con puerto usb

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- Cpuintel core i7-477

- Impresora laser

Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10 ul
- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 ul
- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 ul

- Micropipeta volumen variable 10 ul -~ 100 ul

7.3 Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Méddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos
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_ Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Modulo para computadora enchapado en melamine

8.1 Insumos y material médico:
- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

- Algodon hidrofilo x 500 g

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22gx1in
- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Papel bond 75 g tamario A4 (2)

- Téner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro (2)

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabon germicida liquido x 800 m!

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla M

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla estandar

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

- Gorro descartable de enfermera

- Reactivo para extraccion de arn x 100 ml
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- Solucién tampon (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 ml
- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 ml

SEORG - Ficoll-hypaque densidad 1.077 g/mi x 100 ml

g—\ 4%\ - Sodio cloruro 900 mg/100 mi (0.9 %) iny 1 L

:\15 ; - Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mi x 500
OPFJN_E“/" - Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000

- Tips con filtro 1000 ui x 96

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. X 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Agua para pcr x 500 ml

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 ml x 1000
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

- Tubo de polipropilenc para pcr de 200 pl con tapa x 1000

- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ui x 96

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Primers especificos de los genes de fusién a estudiar: e2a/pbx1, mil/af4, tel/ami1,
ber/abl p210, ber/abl p190

- Enzima taq hot start dna polimerasa (5u/ul) x 1000 u

- Deoxinucleétidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 ul - 10 ul x 96

- Tubo de polipropileno 200 yl para pcr con tapa plana x 1000

- Tips estéril con filtro 20 ul - 200 ul x 96

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 pl - 20 pi x 96

- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 ul

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (adn) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer de carga 6x x 1 ml

- Tips 0.5 ul -10 ul x 500
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Xl

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS. -

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA. -
& OBTENCION DE LA MUESTRA:

- Sangre venosa: se realiza en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

_ Médula ésea: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

& SISTEMA BIOLOGICO:

. Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), #&cido desoxirribonucleico
complementario (cADN)

<+ RECIPIENTE:

- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
% CONSERVACION Y MANEJO:

- Es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente a la toma de muestra, de no
ser posible se conservan a temperatura ambiente hasta 4 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C. NO deben procesarse muestras
con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO. -

Basado en metodologia descrita por Van Dongen et al (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia: :

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) o en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este N° 2520. Lima 34. Teléfono: 201-6500. Fax: 620-4991. Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen sld.pe

Pag. 6




PNT.DNCC. INEN 020. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PANEL
MOLECULAR PARA LEUCEMIAS LINFATICAS AGUDAS - CELULA B X PCR V 0.1

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Moiecular

11.2

1.3

11.4

11.5

1.6

1.7

11.8

11.9

Medicina Oncoldgica Pedidtrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula
6sea).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, asi como registro con codificacion interna, realizada
por ef Bidlogo.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separaciéon de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo II,
limpieza de cémara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

Separacion de linfocitos:

Aislamiento de la fase leucocitaria agranulocitica por medio de la centrifugacion por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077G/ML. con obtencion de Pellet que luego sera resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccion y cuantificacién de ARN:

Se usa la metodologia trizol-cloformo, la muestra resuspendida en trizol se mezcla
con cloroformo y por metodologia de centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de &cido
nucleico (ARN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor este
por encima de 100ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

Se arfiaden los componentes del kit de Enzima transcriptasa reversa, la obtencién
del cADN se dara después de un ciclo de activacién en el termociclador. ’

Ampilificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los genes de fusion E2A/PBX1, MLL/AF4, TEL/AML1, BCR/ABL
p210, BCR/ABL p190, uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq
hot star DNA polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se
realiza por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene los productos
amplificados de las regiones especificas.

Preparacion de gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que nos ayudara a analizar el
amplicon (productos obtenidos del proceso de la amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia de los genes de fusion
(bandas de peso molecular especificos para los genes E2A/PBX1, MLL/AF4,
TEL/AML1, BCR/ABL p210, BCR/ABL p190) segun bibliografia (2) y protocolos
internos.
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11.10 Elaboracién y entrega de Resultados

El Biologo encargado de la prueba, elaborara el resultado en e! SISINEN, dicho
resultado sera validado segln evaluacion de datos clinicos y de otros examenes
auxiliares por el Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el
SISINEN.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA | DESCRIPCION DE LA | FECHA DE | AUTORIZA

MODIFICACION Y MEJORA | ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACICN) (ACTUALIZAC!ON)
o1 1-9 Se elabora PNT segin DA 5/12/2019 M.C Pamela Mora
N° 001-2019-INEN- Alferez
DICON-DNCC
‘Lineamientos para la
elaboracién de

Dcoumentos Normativos
en el Instituto Nacional de
Enfermedades
Neoplasicas (Resolucién
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN
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