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REPUBLICA DEL PERy

RESOLUCION JEFATURAL
surquilo, 10 de AG05TO  de 2020

VISTOS:

El Informe N° 161-2020-EFGBM-DP-DISAD/INEN de fecha 25 de julio de 2020, del Jefe
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, el Informe N° 157-2020-DNCC-
DICON/INEN, de. fecha 03 de agosto de 2020, emitido por el Departamento de
Normatividad, ‘Calidad y Control Nacional de Servicios Oncologicos, el Memorando
N° 782-2020-OGPP/INEN, del 03 de agosto de 2020, de la Oficina General de
Planeamiento y Presupuesto, el Informe N° 246-2020-DICON/INEN, de fecha 04 de
agosto de 2020, de la Direccion de Control del Cancer y el Informe N° 526-2020-
OAJ/INEN del 07 de agosto del 2020, de la Oficina de Asesoria Juridica, y;

CONSIDERANDO:

Que, a través de ia 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 econémica, 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
dei 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, con fecha 11 de enero del 2007, se aprobé el Reglamento de Organizacién y
Funciones — ROF, del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas — INEN,
estableciendo la jurisdiccion, funciones generales y estructura organica del Instituto,
asi como las funciones de sus diferentes érganos y unidades organicas;

Que mediante 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-JANEN, de fecha 10 de julio de 2019, se establecié en su numeral 6.6, el

procedimiento de revision de ios de Procedimientos Normalizados de Trabajo en ei
INEN; .

Que, a través del Informe N° 161-2020-EFGBM-DP-DISAD/INEN de fecha 25 de julio
de 2020, el Jefe de! Equipo Funcionai de Genética y Biologia Molecular remitio para su
revision y validacion al Departamenic de Normatividad, Calidad y Control Nacional de
Servicios Oncoldgicos, los Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular ~ Tomo I!:

Que, a través del informe N° 157-2020-DNCC-DICON/INEN, de fecha 03 de agosto de
2020, emitido por ef Departamentc de Normatividad, Calidad y Control Nacional de
Servicios Oncolégicos, concluye que los 25 ANTEPROYECTOS DE FROCEDIMIENTOS
NORMALIZADOS DE TRABAJO (PNT} DEL EQUIPO FUNCIONAL DE GENETICA Y



BIOLOGIA MOLECULAR — TOMO i, cuenta con su visto bueno como unidad organica;
asimismo, cuenta con la validacion y visto buerio de la Direccién de Servicios de Apoyo al
Diagnostico y Tratamiento, el Departamento de Patologia y el Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular como organo/unidad organica/equipo funcional proponente;

Que mediante Informe N° 109-2020-O0-OGPP/INEN, de fecha 03 de agosto del 2020,

emitido por la Oficina de Organizacidn, emite opinién técnica favorable, en relacion a

los 25 anteproyectos de Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) del Equipo

Funcional De Genética Y Biologia Molecular, indicando que no colisiona con la
estructura organica o funcional de la Entidad;

Que, mediante Informe N°® 719-2020-OPE-OGPP/INEN de fecha 03 de agosto de
2020, la Oficina de Planeamiento Estratégico, emite opinién favorable al total de los
Procedimientos Normalizados de Trabajo, elaborado por el Equipo Funcional De
Genética Y Biologia Molecular, ias mismas que se sujetan a la estructura de costos en
cuanto a la identificacién del CPMb equxpamlento y Suministro;

Que a través del Informe N° 246 2020 DICON/INEN de fecha 04 de agosto de 2020,
emitido por la Direccién de Control del Céancer, procede a elevar a la Jefatura para su
aprobacion de 25 ANTEPROYECTOS DE PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE
TRABAJO (PNT) DEL EQUIPO FUNCIONAL DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR -

TOMO Ii;

Que, con Informe de vistos, la Oficina de Asesoria Juridica opina que resulta viable la
aprobacion de los 25 Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular - Tomo |;

Contando con los vistos buencs de la Sub Jefatura institucional, la Gerencia General,
la Oficina de Organizacion, ta Oficina de Planeamiento Estratégico, el Departamento
de Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolégicos, del Equipo
Funcional de Genética v Bioiogia Molecuiar, ia Direccion Ejecutiva del Departamento de
Patologia, la Direccidn de Servicios de Apoye a! Diagnostice y Tratamiento y de la
Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Naciona! de Enfermedades Neoplasicas-
INEN;

En uso de las atribuciones y facultades conferidas en el Decreto Supremo N° 001-
2007-SA, que aprueba el Reglamento de Organizacion y Funciones del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN y la Resolucion Suprema N° 011-

2018-SA,;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO. - APROBAR veinticinco (25) PROCEDIMIENTOS
NORMALIZADOS DE TRABAJO (PNT) DEL EQUIPO FUNCIONAL DE GENETICAY
BIOLOGIA MOLECULAR — TOMO I que como anexo forman parte integrante de Ia
presente Resolucion.

ARTICULO SEGUNDO. - ENCARGAR a la Oficina de Comunicaciones de la Gerencia
General del INEN, la publicacion de la presente Resolucién en el Portal Web

Institucional.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBL}JUEQE\\
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Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES DEL
DOMINIO TK DEL GEN DE FUSION BCR/ABL p210

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutaciones del dominio TK del gen de fusion
BCR/ABL p210.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.02
- Cddigo Tarifario INEN: 210762

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutaciones del dominio TK del gen de fusion BCR/ABL p210, en el area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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:

- 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
SISINEN.

- Biodlogo 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, primer
y segunda amplificacién, preparaciéon de geles, purificacién de productos de PCR,
reaccién de secuenciamiento, purificacidn de secuenciamiento, secuenciamiento
genetico, 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.

- 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 6sea.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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

- Andlisis de Fragmentos: Andlisis del tamafo y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- Analisis de Secuenciamiento: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, G y T) en un
oligonucleétido de ADN.

- 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.

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

- Mutaciones (TKD): Mutacién o cambio en la secuencia del Dominio Tirosina Quinasa
(TKD, siglas en inglés) que produce una variacion en las caracteristicas de este.

- PCR - NESTED: Variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion con distintos pares de indicadores en cada una con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccion.

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

- 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.

- 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 (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de mutaciones asociadas a resistencia a las terapias blanco
(inhibidores tirosino kinasa) en sospecha a falla a tratamiento, en los casos de las
neoplasias mieloproliferativas cronicas y leucemias agudas con deteccién previa de la
presencia del gen de fusion BCR/ABL1 variante p210 en pacientes pediatricos y adultos,
segun guias actuales internacionales (1).

EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). —
- Analizador genético automatizado

- Balanza pequena digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Camara de flujo laminar, clase Il

- Camara fotografica digital
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- Centrifuga para tubos.

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu tipo piso techo
- Espectrofotdmetro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de coédigo de barras

- Micrétomo de rotacidn

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumeérico

- Termociclador

- Transiluminador

- Unidad central de proceso-CPU.

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ulL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL — 1000 uL
Mobiliario

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

8.1 Insumos y Material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
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1

i

Algoddn hidrofilo x 500 g

Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Guante para examen descartable talla S

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

Lentes protectores de policarbonato

Mascarilla descartable tipo N-95

Pantalon dril unisex talla M color celeste

Pantalon dril unisex talla S color celeste

Papel toalla x 300 m

Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con edta

2° Actividad: Registro de muestra

Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
Papel bond 75 g tamafio A4
Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

3° Actividad: Procesamiento de muestra

Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

Guante para examen descartable talla M
Jabén germicida liquido x 800 mi

Mandilon descartable talla estandar
Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Separacién de linfocitos

Reactivo para extraccion de ARN x 100 mL
Sodio cloruro 900 mg/100 ml (0.9 %) iny 1L
Solucién tampodn (buffer) para lisis de globulos rojos x 100 mL

Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 mL

Agua para PCR x 500 mL
Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L
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- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L
- Calibrador para ARN para fluorometro qubit x 100 determinaciones
- Cloroformo grado biclogia molecular x 1 L
- Plumon de tinta indeleble punta fina
- Tips con filtro 1000 ul. x 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 ulL - 10 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
6° Actividad: Transformacion de ARN en molécula cDNA
- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones
- Tips estérilcon filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips estéril con fittro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 uL con tapa x 1000 U
7° Actividad: Primera amplificacion
- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL- 20 UL x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 uL con tapa x 1000 U
- Primer ber/ex13-f §' - ttcagaagcttctecetgacat-3' x 50 nmol
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Primer abl1/ex10-r1 5'- gtactcacagccccacgga-3' x 50 nmol
8° Actividad: Segunda amplificacion
- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 mm (kit)
- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
- Primer abl1/ex10-r2 5'-cttcgtctgagatactggattcet-3' x 50 nmol

- Primer abl1/ex4-f 5'-aagcgcaacaagcccactgtctat-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex6,7-r 5'-cagtttcgggcagcaagatc-3' x 50 nmol

- Primer abl1/ex6-f 5'-aacgccgtggtgetgctgtac-3' x 50 nmol

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

- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

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

9° Actividad: Preparacion de Gel
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer tris acetato - edta 10x x 1 L
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- Colorante para &cidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000 x 200 uL
- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 uL
- Tips0.5uL-10uL x 500U
10° Actividad: Purificacién del producto de PCR
- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L
- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul. - 20 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL. x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
11° Actividad: Reaccion de secuenciamiento
- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones
Primer abl1/ex10-r2 5'-cttcgtctgagatactggattect-3' x 50 nmol
Primer abl1/ex4-f 5'-aagcgcaacaagcccactgtctat-3' x 50 nmol
Primer abl1/ex8,7-r 5'-cagtttcgggcagcaagatc-3' x 50 nmol
Primer abl1/ex6-f 5'-aacgccgtggtgetgetgtac-3' x 50 nmol
Puntera (tips) estéril con filtro2 uL - 20 uL x 96 U
Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
Tubo de polipropilenc para PCR de 200 ul con tapa x 1000 U
Actividad: Purificacion del secuenciamiento

Kit para purificacién de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones.

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

Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U

Tips esteéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

13° Actividad: Secuenciamiento genético

- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 ul. x 96 U

- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genetico 3500 x 10 U

- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U

- Solucion tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 U
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- Solucion tampon (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
14° Actividad: Analisis de resultado
15° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamano A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1.Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos

9.2.Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

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.

Medula osea: 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 Pediétrica (médula ¢sea).

Sistema biolégico:

Acidos  Nucleicos: &cido  ribonucleico (ARN), acido desoxirribdnucleico
complementario (CADN).

Recipiente:

Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Conservacién 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 24 hrs.
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MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

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

111

11.3

11.4

11.5

11.6

11.7

Toma de muestra:

Realizada en el Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica) por el personal asignado segin encargado del
procedimiento, en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica por el personal
asignado segun encargado del procedimiento y en el Equipo Funcional de Servicio
de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento
de Oncologia Pediatrica (médula ésea) por el personal asignado segun encargado
del procedimiento.

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 disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o médula 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
1077 g/mL con obtencion de Pellet que luego serd resuspendido en Trizol (Reactivo
para extraccion de ARN) para la siguiente actividad.

Extraccién y cuantificacion de ARN:

Se usa la metodologfa 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
fluorometro y posterior medicién en el espectrofotémetro, se espera que el valor
este por encima de 100 ng/ulL.

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 termociclador.

Primera ampilificacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para las regiones del exén 10 del gen ABL1 y el exon 13 del gen BCR
por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima tag ADN
polimerasa termoactivable de alta fidelidad) y deoxinucleétidos 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.
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11.8 Segunda amplificacion:

Se realiza un segundo proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para las regiones del exén 4, 6 y 10 del gen ABL1 por medio de uso de
enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taqg ADN polimerasa
termoactivable de alta fidelidad) 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.

11.8 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 amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para &acidos nucleicos (ADN) para
evidenciar la amplificacion de las regiones buscadas.

11.10 Purificacion del producto de PCR:

En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificacion por medio del kit de purificacién de productos de PCR por medio de
pasos de centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para
determinar adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

11.11 Reaccién de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el kit de secuenciamiento
BigDye terminator y primers especificos para los 4 fragmentos estudiados del gen
ABL1, los productos obtenidos son llevados al termociclador para paso por medio
de ciclos de calor.

11.12 Purificacion de secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 uL - 100 ul)

11.13 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor anodo buffer con las soluciones tampon buffer anodo y catodo, asi
como los capilares deben contener el polimero pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar seguin el programa BCR-ABL1 TKD.

11.14 Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA para la evaluacion de los
electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida es
adecuada; de serlo se comparan las secuencias obtenidas con las secuencias
‘molde de referencia” para las regiones estudiadas y se comparan ambas
secuencias en el software BioEdit; al identificar un variante se anota la ubicacion del
codon y el aminoécido y luego se determina el cambio del nucleétido y de la
proteina. En posterior se realiza el “llamado de variante” para definir la implicancia
clinica de esta variante en la resistencia al tratamiento TKI segun bibliografia (3) y
protocolos internos.

11.15 Elaboraciéon y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, el médico
genetista a cargo evalta el caso clinico, otros examenes auxiliares y reevalla el
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proceso de “llamado de variante” y de ser necesario lleva el caso a reunién de
discusion de caso clinico con el grupo de médicos genetistas y bidlogos;
posteriormente dicho resultado sera validado permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.,
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X. ANEXO
- Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N°1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION
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MODIFICACION Y MEJORA
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ELABORACION
(ACTUALIZACION)
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ELABORACION
(ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES DEL

DOMINIO TK DEL GEN DE FUSION BCR/ABL p190

OBJETIVO

Normalizar el Procedimiento de Deteccién de mutaciones del dominio TK del gen de fusion
BCR/ABL p190.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88299.25
Codigo Tarifario INEN: 210761

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutaciones del dominio TK del gen de fusidén BCR/ABL p190, en el area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
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, primer
y segunda amplificacion, preparacion de geles, purificacién de productos de PCR,
reaccién de secuenciamiento, purificacion de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, 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.

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

Médico Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de |la toma de muestra por medio de aspirado de médula dsea.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

- Anadlisis de Fragmentos: Analisis del tamafio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- Analisis de Secuenciamiento: Conjunto de meétodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacién del orden de los nucledtidos (A, C, G y T) en un
oligonucledtido de ADN.

- 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.

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

- Mutaciones TKD: Mutacién o cambio en la secuencia del Dominio Tirosina Quinasa
(TKD, siglas en inglés) que produce una variacion en las caracteristicas de este.

- PCR - NESTED: Variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion condistintos pares de indicadores en cada una con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccién.

- Puncién de Médula Osea: Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula dsea en forma liquida para su analisis.

- 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.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de mutaciones asociadas a resistencia a las terapias blanco
(inhibidores tirosino kinasa) en sospecha a falla a tratamiento, en los casos de las
neoplasias mieloproliferativas crénicas y leucemias agudas con deteccion previa de la
presencia del gen de fusion BCR/ABL1 variante p190 en pacientes pediatricos y adultos,
segun guias actuales internacionales (1).

EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

Camara de flujo laminar, clase Il

Centrifuga para tubos.

Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.

Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

Espectrofotémetro
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- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Computadora

- Teclado alfanumeérico

- CPU intel core i7-477

- Lectora de cédigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Monitor plano de 20 In

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu tipo piso techo
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul. - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ulL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL - 1000 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

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

- Modulo para computadora enchapado en melamine

Vill. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
1° Actividad: Toma de muestra
- Mascarilla descartable tipo N-95
Guante para examen descartable talla S
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algoddn hidrofilo x 500 g
Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
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.
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- Papeltoallax 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
- Pantaldn dril unisex talla M color celeste
- Pantalén dril unisex talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
- lLentes protectores de policarbonato
2° Actividad: Registro de Muestra
- Papel bond 75 g tamafio A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
- Lapicero de tinta seca punta fina color azul
3° Actividad: Procesamiento de Muestra
- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabodn germicida liquido x 800 ml
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla M
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Bolsa de polipropiteno de 72 cm x 51 cm color rojo
- Mandilon descartable talla estandar
4° Actividad: Separacion de Linfocitos
- Tubo de polipropileno, fondo cdnico estéril x 15 mL
- Sodio cloruro 900 mg/100 mL (0.9%) iny 1 L
- Reactivo para extraccién de ARN x 100 mL
- Solucién tampén (buffer) para lisis de glébulos rojos x 100 mL
- Fycoll-Hypaque densidad 1077 g/mL x 100 mL
5° Actividad: Extracciéon de ARN y Cuantificacion

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tips con filtro 1000 uL x 96 U

Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uLx 96 U

{\Icohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

Cloroformo grado biologia molecular x 1 L
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- Aicohol etilico (etanoi) 98% 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 U
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
6° Actividad: Transformacion de ARN en molécula cDNA

Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

Tubo de polipropileno para PCR de 200 pi con tapa x 1000 U
Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

7° Actividad: Primera amplificacién

1

- Primer abl1/ex10-r1 5'-gtactcacagccccacgga-3' x 50 nmol
- Primer ber/ex13-f 5'-ttcagaagcttctecctgacat-3' x 50 nmol
- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 pl x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 pl con tapa x 1000 U
8° Actividad: Segunda amplificacion

Primer abl1/ex4-f 5'-aagcgcaacaagcccactgtctat-3' x 50 nmol

i

Primer abl1/ex10-r2 5'-cttcgtctgagatactggattcct-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex6-f 5'-aacgccgtggtgctgetgtac-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex8,7-r 5'-cagtttcgggcagcaagatc-3' x 50 nmol
- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 86 U
- Tips estéril con filtro 20 ul. - 200 uL. x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul con tapa x 1000 U
9° Actividad: Preparacion de gel

- Marcador de peso molecular (100 pb ladder) x 250 uL
- Buffer tris acetato - edta 10xx 1L
- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ulL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
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- Tips0.5ulL-10uL x 500U
10° Actividad: Purificacién del producto de PCR
- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones
- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tips estérit con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
11° Actividad: Reaccion de secuenciamiento
- Primer abl1/ex4-f 5'-aagcgcaacaagcccactgtctat-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex10-r2 5'-cttcgtctgagatactggattect-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex6-f 5'-aacgccgtggtgctgcetgtac-3' x 50 nmol
- Primer abl1/ex8,7-r 5'-cagtttcgggcagcaagatc-3' x 50 nmol
- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 pl con tapa x 1000 U
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips estéril con fittro 20 uL - 200 UL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

12° Actividad: Purificacién de! secuenciamiento

Kit para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento x 100
determinaciones.

- Tips esteril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
- Tips esteril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
13° Actividad: Secuenciamiento genético
- Solucion tampén (buffer) &nodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Solucion tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocilios x 20 U
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genetico 3500 x 10 U
- Tips estéril con filtro 20 uL. - 200 uL x 96 U
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL. - 20 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
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14° Actividad: Analisis de resultado
16° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamario A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencién 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
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica (médula 6sea).

10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos Nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN)

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. 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.

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Alikian et al. (2) y protocolos propios del Area de
N iologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
<\Departamento de Patologia:
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11.1 Toma de muestra:

Realizada por personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica (sangre periférica) o por Meédico Oncologo del 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 ésea).

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.

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 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 centrifugacién por
gradiente de densidad a baja velocidad usando el reactivo Ficoll-Hypaque densidad
1077 g/mL con obtencion 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 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) cuantificaciéon que se realiza por medio del calibrador de ARN para
fluordmetro y posterior medicion en el espectrofotometro, se espera que el valor
este por encima de 100 ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN;

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

11.7 Primera amplificacién:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para las regiones del exén 10 del gen ABL1 y el exén 13 del gen BCR
por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq ADN
polimerasa termoactivable de alta fidelidad) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso
de amplificacién se realiza por medio de ciclos de calor en el termociclador y se
obtiene los productos amplificados de las regiones especificas.

11.8 Segunda ampilificacion:

Se realiza un segundo proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para las regiones del exon 4, 6 y 10 del gen ABL1 por medio de uso de
enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima tag ADN polimerasa
termoactivable de alta fidelidad) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de
amplificacion se realiza por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene
os productos amplificados de las regiones especificas.
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11.9 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 amplificacion) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para &cidos nucleicos (ADN) para
evidenciar la amplificacién de las regiones buscadas.

11.10 Purificacion del producto de PCR:

En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificacion por medio del kit de purificacién de productos de PCR por medio de
pasos de centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para
determinar adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

11.11 Reaccion de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para los 4 fragmentos estudiados del gen
ABL1, los productos obtenidos son llevados al termociclador para paso por medio
de ciclos de calor.

11.12 Purificacion de secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 uL - 100 ul).

11.13 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor anodo buffer con las soluciones tampdn buffer anodo y catodo, asi
como los capilares deben contener el polimero pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar segun el programa BCR-ABL1 TKD.

11.14 Analisis de resuitado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA para la evaluacion de los
electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida es
adecuada; de serlo se comparan las secuencias obtenidas con las secuencias
‘molde de referencia” para las regiones estudiadas y se comparan ambas
secuencias en el software BioEdit; al identificar un variante se anota la ubicacion del
codon y el aminoacido, luego se determina el cambio del nucleotido y de la proteina.
En posterior se realiza el "llamado de variante” para definir la implicancia clinica de
esta variante en la resistencia al tratamiento TKI segun bibliografia (3) y protocolos
internos.

11.15 Elaboracién y entrega de resultado:

TONEZES
\ON £ %
s/ \T

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, el médico
genetista a cargo evalua el caso clinico, otros exdmenes auxiliares y reevalla el
proceso de “llamado de variante” y de ser necesario ileva el caso a reunién de
discusion de caso clinico con el grupo de médicos genetistas y bidlogos; en
posterior dicho resultado sera validado permitiendo visualizar dichos resuitados en
el SISINEN.
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Xlll. ANEXO. —

- Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el 11/12/2019 M.C. Pamela Mora
Instituto Nacional de Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES EN
EL GEN RET (EXONES 10, 11, 13, 14, 15 y 16) POR SECUENCIAMIENTO

. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccién de mutaciones en el gen RET (exones 10, 11,
13, 14, 15 y 16) por secuenciamiento sanger.
Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cébdigo CPMS (MINSA): 88299.28
- Codigo Tarifario INEN: 210756

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento la Detecciéon de
mutaciones en el gen RET (exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16) por secuenciamiento, en el
area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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 Direccion de Servicios de Apoyo al
Diagnostice y Tratamiento:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis, apoya en el andlisis y realiza la revision del caso y de las
variantes encontradas, asi como vélida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ADN, amplificacién por PCR, preparacién de geles, purificacion de productos de PCR,
reaccion de secuenciamiento, purificacion de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, 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.

- 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.

V. DEFINICION DE TERMINOS

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un Acido Nucleico que contiene las instrucciones
geneticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 6rganos vivos vy
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

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
TN largo tiempo.

Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monédmero, denominado
Nucleétido.
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- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula que ayuda al ADN en las funciones
de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

- Analisis de secuenciamiento: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, G y T) en un
oligonucleétido de ADN.

- 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.

- Linea Germinal: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores.

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

- PCR - NESTED: Variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion con distintos pares de indicadores en cada una con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccidn.

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

- 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.

- Solucion Anticoagulante: Solucién que impide la coagulacidn 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.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variantes patogénicas y/o probablemente patogénica en linea
germinal en pacientes/familias con sospecha clinica de sindromes de predisposicion
genética a cancer medular de tiroides (1) para confirmar el diagnéstico molecular y definir
estrategias de control de riesgos y reduccion de riesgos, asi como el manejo de familiares.
EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Analizador genético automatizado

- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal
Camara de flujo laminar, clase |l
Camara fotografica digital
Centrifuga para tubos.
Computadora

Congeladora de metal, color plomo
CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 18 000 btu/H tipo mini split
decorativo.

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 btuw/H tipo mini split
decorativo.
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- Espectrofotdmetro
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Lectora de codigo de barras
- Microcentrifuga
- Monitor plano de 20 In
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Teclado alfanumérico
- Termociclador
- Transiluminador
- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 ulL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL - 1000 uL
7.3 Mobiliario
- Coche metalico para transporte en generai con plataforma de metal
- Estante de melanina
- Mesa de metal
- Méddulo de melanina para computadora
- Modulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante
- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VIHl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
1° Actividad: Toma de Muestra
- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodén hidréfilo x 500 g
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
«W.‘.u,\\ Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
~// Esparadrapo antialérgico de papel 25 cmx 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S
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- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabon germicida liquido con tricloséan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-85

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papeltoalla x 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.
4° Actividad: Extraccion de ADN y cuantificacion

- Alcohoil etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Alcohol isopropilico (lsopropanol) P A. x 2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro qubit x 100
determinaciones

- Kit de extraccion de ADN genodmico x 100 determinaciones

- Plumon de tinta indeleble punta fina

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

- Tubo de polipropilenc para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
5° Actividad: Amplificacidon por PCR de region de interés
Primer Ret Ex10F: 5'-Ctatgcttgcgacaccagttg-3' X 1000 Determinaciones

el

Primer Ret Ex10R: 5'-Ctcctgggtggagtaacagag-3' X 1000 Determinaciones

Primer Ret Ex11F: 5'-Cagagcatacgcagcctgtac-3' X 1000 Determinaciones
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Primer Ret Ex11R: 5'-Gectegtetgeecagegttg-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex13F: 5'-Agaagcctcaagcagcatcgtc-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex13R: 5'-Aggagcagtagggaaagggaga-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex14F: 5'-Gaagacccaagctgectgac-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex14R: 5'-Ggctagagtgtggcatggtg-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex15F: 5'-Ggtctcaccaggecgetac-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex15R: 5'-Tcggtatctitcctaggette-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex16F: 5'-Agggatagggcctggccttc-3' X 1000 Determinaciones
Primer Ret Ex16R: 5'-Ccagccatttgcctcacgaac-3' X 1000 Determinaciones
Enzima Taq ADN Polimerasa Termoactivable De Alta Fidelidad X 100 U
Deoxinucléotidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracién 100 Mm (Kit)

Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 86 U

Tips esteril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

Puntera (Tips) estéril con filtro 2 ul - 20 utx 96 U

Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul con tapa x 1000 U

6° Actividad: Preparacion de gel

Agarosa grado biologia molecular X 500 g

Alcohol etilico (Etanol) 98% X 2.5 L

Buffer tris acetato - Edta 10X X 1L

Colorante para acidos nucléicos {(ADN) en gel de agarosa 10 000X X 200 Ul
Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) X 250 Ul

Tips 0.5 U1-10 VI X 500 U

Tips estéril con filtro 0.1 Ul -10 U1 X 968 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U

7° Actividad: Purificacién de productos PCR

Alcohol etilico (Etanol) 98% X 2.5 L

Kit para purificacion de productos de PCR X 100 determinaciones
Puntera (Tips) estéril con filtro2 uL - 20 uL X 96 U

Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ui X 86 U

Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul X 96 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U

8° Actividad: Segunda amplificacion

Primer Ret Ex10F: 5'-Ctatgcttgcgacaccagttg-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex10R: 5'-Ctcctgggtggagtaacagag-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex11F: 5'-Cagagcatacgcagcctgtac-3' X 1000 determinaciones

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




PNT.DNCC. INEN. 029. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE MUTACIONES EN EL GEN RET (EXONES 10, 11, 13, 14, 15y 16) POR

SECUENCIAMIENTO V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética v Bioloaia Molecular

Primer Ret Ex11R: 5'-Gectegtetgeccagegttg-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex13F: 5'-Agaagcctcaagcagcatcgtc-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex13R: 5'-Aggagcagtagggaaagggaga-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex14F: 5'-Gaagacccaagctgcctgac-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex14R: 5'-Ggctagagtgtggcatggtg-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex15F: 5'-Ggtctcaccaggcecgctac-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex15R: 5'-Tcggtatctttcctaggette-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex16F: 5'-Agggatagggcctggectte-3' X 1000 determinaciones
Primer Ret Ex16R: 5'-Ccagccatttgcctcacgaac-3' X 1000 determinaciones
Kit de secuenciamiento bigdye terminator V3.1 X 100 reacciones

Tubo de Polipropileno para PCR de 200 uL con tapa X 1000

Tips Estéril con Filtro 0.1 UI-10 UL X 96 U

Tips Estéril con Filtro 20 Ui - 200 Ui X 96 U

Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 uL -20 uL X 96 U

9° Actividad: Purificacion de secuenciamiento
Kit para Purificacién de productos de Reaccién de Secuenciamiento X 100

Determinaciones.

Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 uL -20 uL X 96 U

Tips Estérit con Filtro 0.1 Ul - 10 UI X 96 U

Tips Estéril con Filtro 20 Ul - 200 Ut X 96 U

Tubo de Polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U

10° Actividad: Secuenciamiento genético

Microplaca de Polipropileno 96 Pocillos para Analizador Genético Abi 3500
Polimero Pop 7 para Analizador Genético 3500 Sachet para 384 Muestras
Reactivo para condicionamiento Analizador Genético 3500

Septa Contenedor Buffer Catodo Para Analizador Genetico 3500 X 10 U
Septa de Placa para Analizador Genético 3500 de 96 Pocillos X 20 U
Solucién Tampodn (Buffer) Anodo para Analizador Genético 3500 X 4 U
Solucién Tampdn (Buffer) Catodo para Analizador Genético 3500 X 4 U
Tips Estéril con Filtro 20 Ul - 200 Ul X 96 U

11° Actividad: Analisis de resultado

12° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado

Papel bond 75 g tamafio A4

Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

»IX>. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

A
9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de equipamiento:
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- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencidn 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.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos Nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN)

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. 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 24 hrs.

A

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

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

ma(ividaq o

3

11.1 Toma de muestra:

Realizada en el Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica (sangre periférica).

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Gengética 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 disposicion de inicio de trabajo con ia
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ¢sea.

Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
genomico y el método de columnas: centrifugacion y extracciéon de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer, luego es necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ADN)
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cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorébmetro y posterior medicion en el espectrofotometro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/ul..

11.5 Amplificacién por PCR de regién de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16 del gen RET por medio de uso
de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima tag ADN polimerasa
termoactivable de alta fidelidad) 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.

11.6 Preparacion de Gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que nos
ayudara a analizar el amplicon (productos obtenidos del proceso de la amplificacion)
por medio del marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN)
para evidenciar la amplificacién de las regiones buscadas.

11.7 Purificacién del producto de PCR:

En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificaciéon por medio del kit de purificacién de productos de PCR por medio de
pasos de centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para
determinar adecuada cantidad para la reaccién de secuenciamiento.

11.8 Reaccidén de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye terminator y primers especificos para los 6 exones especificos del gen RET,
los productos obtenidos son llevados al termociclador para paso por medio de ciclos
de calor.

11.9 Purificaciéon de secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 - 100 ul).

11.10 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor anodo buffer con las soluciones tampoén buffer anodo y catodo, asi
como los capilares deben contener el Polimero Pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar corrida seguin el programa especifico para el gen estudiado.

11.11 Anadlisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA para la evaluacion de los
electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida es
adecuada; de serlo se comparan las secuencias obtenidas con las secuencias
‘molde de referencia” para las regiones estudiadas (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit; al identificar un variante se anota la
ubicacién del coddn y el aminoacido y luego se determina el cambio de! nucledtido
y de la proteina. En posterior se realiza el proceso de “llamado de variante” para
definir la categoria clinica de la variante segun bibliografia (4) y protocolos internos.

1.12 Elaboracién y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en este caso al tratarse de
pruebas de alta confidencialidad, se realizard en formato interno; el médico
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genetista a cargo evalua el caso clinico, otros examenes auxiliares y reevalua el
proceso de “llamado de variante”; luego se lleva el caso a reunién de discusién de
caso clinico con el grupo de meédicos genetistas y bidlogos concluyendo el caso y
procediendo a la validacidon multiple validacién multiple (caso debe ser validado por
3 médicos genetistas) y su posterior impresion.
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XIlil. ANEXOS

- Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 01: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA OB T LA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
1-10 Instituto Nacional de 1112/2019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES EN
EL GEN VHL (EXONES 1, 2 Y 3) POR SECUENCIAMIENTO

. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutaciones en el gen VHL (exones 1, 2 y 3)
por secuenciamiento Sanger.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cobdigo CPMS (MINSA): 88299.33

- Cédigo Tarifario INEN: 210755

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutaciones en el gen VHL (exones 1, 2 y 3) por secuenciamiento, en el area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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, apoya en el analisis y realiza la revision del caso y de
las variantes encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién y cuantificacion
de ADN, amplificacion por PCR, preparacién de geles, purificacion de productos de
PCR, reaccion de secuenciamiento, purificacion de  secuenciamiento,
secuenciamiento genético, 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.

- Personal Administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcidn y regulacidon de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

m V. DEFINICION DE TERMINOS

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

- 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.

s Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
> elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondmero, denominado
./ Nucleotido.
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Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula que ayuda al ADN en las funciones
de trasmisién de genes y sintesis de proteinas.

Andlisis de secuenciamiento: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, G y T) en un
oligonucledtido de ADN.

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.

Linea Germinal: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores.

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

H#%- NESTED: Variante de la PCR convencional qgue comprende dos rondas de
amplificacion con distintos pares de indicadores en cada una con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccion.

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

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
microscépicos que causan enfermedades.

Solucion Anticoagulante: Solucién que impide la coagulacién 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.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de busqueda de variantes patogénicas y/o probablemente patogénica en linea
germinal en pacientes/familias con sospecha clinica del Sindrome de Von Hippel Lindau
(1) para confirmar el diagnéstico molecular y definir estrategias de control de riesgos y
reduccion de riesgos, asi como el manejo de familiares.

EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). -
- Camara de flujo laminar, clase Il

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
Microcentrifuga

Espectrofotémetro

Congeladora de metal, color plomo

Termociclador

Analizador genético automatizado

Camara fotografica digital

Camara de electroforesis horizontal

Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

Balanza pequefia digital
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- Transiluminador

- Computadora

- CPU intel core i7-477

- Lectora de cdodigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blance y negro 52 Ppm

- Monitor plano de 20 In

- Teclado Keyboard con puerto USB

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 18000 btu/H tipo mini split
decorativo.

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo mini split
decorativo.

7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL.

- Micropipeta volumen variable 20 ulL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL - 1000 uL
7.3 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

- Modulo para computadora enchapado en melamine

VIil. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
1° Actividad: Toma de muestra
- Mascarilla descartable tipo N-95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodoén hidrofilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In

Tubo plastico 3 mi para extraccién al vacio con edta
Esparadrapo antialérgico de papel 25cm x 9.1 m
Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Papel toalla x 300 m
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- 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
- 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
2° Actividad: Registro de muestra
- Papel bond 75 g tamario A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
3° Actividad: Procesamiento de muestra
- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jaboén germicida liquido x 800 mL
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla M
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo
- Mandilén descartable talla estandar
4° Actividad: Extracciéon de ADN y cuantificacion
- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
- Alcohol isopropilico (Isopropanol) P.A. x 2.5 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L
- Plumén de tinta indelebie punta fina

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit X 100
determinaciones

5° Actividad: Amplificacion por PCR de region de interés
- Primer Vhl Ex1F: 5'-Cgaagactacggaggtcgac-3' X 1000 determinaciones

i

Primer Vhl Ex1R: 5'-Ggcttcagaccgtgctatcg-3' X 1000 determinaciones

1

Primer Vhl Ex2 F: 5'-Attacaggtgtgggccaccg-3' X 1000 determinaciones
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- Primer Vhl Ex2 R: 5'-Gcctgacatcaggcaaaaattgag-3' X 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex3 F: 5'-Ccttgtactgagaccctag-3' X 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex3 R: 5'-Gctgagatgaaacagtgta-3' X 1000 determinaciones
- Enzima Taq ADN Polimerasa termoactivable de alta fidelidad X 100 U
- Deoxinucléotidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 Mm (Kit)
- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul -10 UIx 96 U
- Tips Estéril con Filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul. con tapa x 1000 U
6° Actividad: Preparacion de Gel
- Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) x 250 Ul
- Buffer tris acetato - Edta 10X x 1 L
- Colorante para acidos nucléicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X x 200 Ul
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
- Tips 0.5Ul-10 Ul x 500U
7° Actividad: Purificacion de productos PCR
- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones
- Alcohotl Etilico (Etanol) 98% x 2.5 L
- Tubo de Polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul -10 Ul x 96 U
- Tips Estéril con Filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
8° Actividad: Reaccién de secuenciamiento
- Primer Vhl Ex1F: 5'-Cgaagactacggaggtcgac-3' x 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex1R: 5'-Ggcttcagaccgtgctatcg-3' x 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex2 F: 5'-Attacaggtgtgggccaccg-3' x 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex2 R: 5'-Gcctgacatcaggcaaaaattgag-3' x 1000 determinaciones
- Primer Vhil Ex3 F: 5'-Ccttgtactgagaccctag-3' x 1000 determinaciones
- Primer Vhl Ex3 R: 5'-Gctgagatgaaacagtgta-3' x 1000 determinaciones
- Kit de secuenciamiento bigdye terminator V3.1 x 100 reacciones
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul con tapa x 1000 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ui x 86 U
- Puntera (Tips) estéril con fiftro 2 uL - 20 uL x 96 U
9° Actividad: Purificacion de secuenciamiento

v - Kit para purificacién de productos de reaccion de secuenciamiento X 100
determinaciones.
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- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 u. x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
10° Actividad: Secuenciamiento Genético
- Solucién tampon (Buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Solucién tampén (Buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genetico 3500 x 10 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Puntera (Tips) Estéril con Filtro2 uL-20 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético Abl 3500
- Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ul x 96 U
11° Actividad: Analisis de resultado
12° Actividad: Elaboracion y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamario A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua

-~ Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. 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.
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10.2. Sistema biologico:

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. Conservacién 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 24 hrs.; tiempos mayores
a este periodo se sugiere conservar entre 2 ~ 8 °C.

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente (2)(3)(4) 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 por el personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (sangre periférica).

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.

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 |,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica.

Extraccion de ADN y cuantificacién:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total por medio del kit de extraccién de ADN
genomico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer, luego es necesario definir ia cantidad de acido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluordbmetro y posterior medicién en el espectrofotometro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/uL.

Amplificaciéon por PCR de region de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los exones 1, 2 y 3 del gen VHL por medio de uso de enzima
polimerasa para la amplificacién (Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta
fidelidad) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por
medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene los productos amplificados
de las regiones especificas.

\».,

Prqparaclon de Gel:

Se/ prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (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)
para evidenciar la amplificacién de las regiones buscadas.
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11.7 Purificacion del producto de PCR:

En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificacion por medio del kit de Purificacién de productos de PCR por medio de
pasos de centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para
determinar adecuada cantidad para la reacciéon de secuenciamiento.

11.8 Reaccidén de secuenciamiento:

Los productos de la purificacién son procesados con el kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para los 3 exones del gen VHL, los
productos obtenidos son llevados al termociclador para paso por medio de ciclos de
calor.

11.9 Purificacion de secuenciamiento:

Los productos de la reacciéon de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 - 100 uL).

11.10 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacién son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor anodo buffer con las soluciones tampén buffer Anodo y Catodo, asi
como los capilares deben contener el Polimero Pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar corrida segun el programa especifico para el gen estudiado.

11.11 Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA para la evaluacion de los
electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida es
adecuada; de serlo se comparan las secuencias obtenidas con las secuencias
‘molde de referencia” para las regiones estudiadas (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit; al identificar un variante se anota la
ubicacion del codon y el aminoacido y luego se determina el cambio del nucleétido
y de la proteina. En posterior se realiza el proceso de “llamado de variante” para
definir la categoria clinica de la variante segtin bibliografia (5) y protocolos internos.

11.12 Elaboracién y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en este caso al tratarse de
pruebas de alta confidencialidad, se realizara en formato interno; el médico
genetista a cargo evalta el caso clinico, otros examenes auxiliares y reevalla el
proceso de “llamado de variante”; luego se lieva el caso a reunién de discusion de
caso clinico con el grupc de médicos genetistas y bidlogos concluyendo el caso y
procediendo a la validacion miultiple (caso debe ser validado por 3 médicos
genetistas) y su posterior impresion.
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Xlll. ANEXOS
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACION
PUNTUAL EN EL. GEN BRCA1/2 POR SECUENCIAMIENTO

. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutacion puntual en el gen BRCA1/2 por
secuenciamiento Sanger.

iIl. IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 81211

- Cadigo Tarifario INEN: 210753

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutacién puntual en el gen BRCA1/2 por secuenciamiento, en el area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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, y realiza la revision del caso y de las variantes
encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ADN, amplificacién por PCR, preparacién de geles, purificacion de productos de PCR,
reaccion de secuenciamiento, purificaciéon de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, analisis y emisién 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.

- 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.

V. DEFINICION DE TERMINOS

- 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 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 fargo tiempo.

PR —\Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
./ Nucleotido.
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- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula gue ayuda al ADN en las funciones
de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- Andlisis de Secuenciamiento.- Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacién del orden de los nucleétidos (A, C, G y T) en un
oligonucledtido de ADN.

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

- Linea Germinal: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores.

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

- PCR — NESTED: Variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion con distintos pares de indicadores en cada una con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccion.

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

- 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.

- 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.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variantes patogénicas y/o probablemente patogénico familiar en
‘| familiares de pacientes con diagnoéstico de sindrome de cancer de mamalovario
hereditario (1), para identificar individuos portadores de estas variantes y segtin eso definir
estrategias de control de riesgos y reduccién de riesgos en estos portadores.

. SEEBAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico).
- Analizador genético automatizado

- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal
- Camara de flujo laminar, clase |l

- Camara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo
- CPU intel core i7-477

.. - Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 18 000 btu/H tipo mini split
.  decorativo.

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 btu/H tipo piso techo.
Espectrofotometro
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- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de codigo de barras térmicas 102mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- lLectora de cédigo de barras
- Microcentrifuga
- Monitor plano de 20 In
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Teclado alfanumérico
- Termociclador
- Transiluminador
- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
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
7.3 Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Méddulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 gx 1 In
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algoddn hidrofilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m
Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
Guante para examen descartable talla S

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
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Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL
Lentes protectores de policarbonato

Mascarilla descartable tipo N-95

Pantaldn dril unisex talla M color celeste

Pantalon dril unisex talla S color celeste

Papel toalla x 300 m

Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA

2° Actividad: Registro de muestra

Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
Papel bond 75 g tamario A4
Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

3° Actividad: Procesamiento de muestra

Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo
Guante para examen descartable talla M

Jabon germicida liquido x 800 mL

Mandilén descartable talla estandar

Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccion de ADN y cuantificacion

Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L
Alcohol isopropilico (Isopropanol) P.A. x 2.5 L.

Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro qubit x 100
determinaciones

Kit de extraccion de ADN genomico x 100 determinaciones
Plumon de tinta indeleble punta fina

Tips con filtro 1000 Ul x 96

Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

5° Actividad: Amplificacion por PCR de regién de interés

Deoxinucléotidos Dntps 4 X 40 Umol en concentracion 100 Mm (Kit)
Enzima Taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
Primer Brca1/2 de regién especifica seglin antecedente familiar.
Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ul x 96 U
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- Tips estéril con filtro 20 Ui - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul con tapa x 1000 U
6° Actividad: Preparacion de gel
- Agarosa grado biologia molecular x 500 G
- Buffer tris acetato - edta 10X x 1 L
- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X x 200 Ul
- Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) x 250 Ul
- Tips 0.5Ul-10UIx 500U
7° Actividad: Purificacién de productos PCR
- Alcohol etilico (Etanol) 98.0% x 2.5 L
- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones
- Puntera (Tips) estéril con fiitro 2 uL - 20 uL x 96
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
8° Actividad: Reaccién de secuenciamiento
- Kit de secuenciamiento bigdye terminator V3.1 x 100 reacciones
- Primer Brca1/2 de region especifica segun antecedente familiar.
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL. - 20 uL x 96 U
- Tips esteril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 uL con tapa x 1000 U
9° Actividad: Purificacién de secuenciamiento

- Kit para purificacién de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones.

- Puntera (Tips) estéril con filtro2 uL - 20 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ui x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U
10° Actividad: Secuenciamiento genético
- Arreglo de 8 capilares para analizador genetico abi 3500
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético Abi 3500

- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL X 96 U

- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genetico 3500 x 10 U

- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U

- Solucién tampdn (Buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 U
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- Solucién tampoén (Buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 UI X 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ut X 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 Ml X 500
11° Actividad: Analisis de resultado
12° Actividad: Elaboracién y Entrega de Resultado
- Papel bond 75 g tamarioc A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de equipamiento:

- Equipos Biomédicos
- Egquipos de Aire Acondicionado

MQ(:A/»HE/P',/\
'posTOSr%czﬁ - Equipos Eléctricos

9.2, Servicios Publicos:

£73 Q
- 7

)

- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. 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.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. ] 00 manejo:

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

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente (2) (3) 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:

2 Realizada por el personal del Area de Trabajo Toma Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica (sangre periférica).
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11.2 Registro de la muestra:

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

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 Il
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacién:

Se realiza a partir de 200 ulL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer, luego es necesario definir la cantidad de acido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorometro y posterior medicion en el espectrofotdmetro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/ulL.

11.5 Amplificacion por PCR de region de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para la region de exdn especifica seglin antecedente familiar de los
genes BRCA1/2 por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion
{Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad) y deoxinucleétidos
dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por medio de ciclos de calor en el
termociclador y se obtiene los productos amplificados de las regiones especificas.

11.6 Preparacion de Gel:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que nos
ayudaré a analizar el amplicén (productos obtenidos del proceso de la ampilificacion)
por medio del marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN)
para evidenciar la amplificacion de las regiones buscadas.

11.7 Purificacion del producto de PCR:

En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificacidon por medio del kit de Purificacion de productos de PCR por medio de
pasos de centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para
determinar adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

11.8 Reaccion de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para la region de exdn especifica segin
antecedente familiar de los genes BRCA1/2, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para paso por medio de ciclos de calor.

11.9 Purificacion de secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 — 100 ul.).

11.10 Secuenciamiento genético:

™  Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
/96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor anodo buffer con las soluciones tampon buffer anodo y céatodo, asi
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como los capilares deben contener el polimero pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar corrida segun el programa especifico para el gen estudiado.

11.11 Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA para la evaluacion de los
electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida es
adecuada; de serlo se comparan las secuencias obtenidas con las secuencias
‘molde de referencia” para las regiones estudiadas (alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit para definir la presencia/ausencia de la
variante buscada luego se define categoria clinica de la variante segun bibliografia
(4) y protocolos internos.

: . 11.12 Elaboracion y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en este caso al tratarse de
pruebas de alta confidencialidad, se realizara en formato interno; el médico
genetista a cargo evalua el caso clinico y reevallua el proceso de “llamado de
variante” procediendo a la validacion muitiple (caso debe ser validado por 3 médicos
genetistas) y su posterior impresion.
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ANEXO N° 01: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
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Enfermedades Neoplasicas
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2019-J/INEN).
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MUTACION ITD DEL GEN FLT3 POR ANALISIS DE FRAGMENTOS V.01
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACION ITD DEL
GEN FLT3 POR ANALISIS DE FRAGMENTOS

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutacion ITD del gen FLT3 por analisis de
fragmentos.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 88299.22

- Cédigo Tarifario INEN: 210765

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de deteccién de
mutacion ITD del gen FLT3 por analisis de fragmentos, en el Area de Biologia Molecular
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos, 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.

- 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 6sea.

V. DEFINICION DE TERMINOS

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

- 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.

= Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
levado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
.~ Nucleétido.
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- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula que ayuda al ADN en las funciones
de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- Andlisis de Fragmentos: Analisis del tamafo y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- 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.

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

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

- 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.

- Soluciéon 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.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacién de riesgo (pronostico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales
(1) asi como el impacto de la carga alélica de la duplicacién intratandem en el pronéstico y
manejo (2).

QUIPAMIENTO

=11 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Analizador genético automatizado

- Balanza pequefa digital

- Camara de electroforesis horizontal
- Céamara de flujo laminar, clase |l

- Camara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo
- CPU intel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 18000 btu/H tipo mini split
decorativo.

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo piso techo.
- Espectrofotémetro

- ~~_ Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- \\gmpresora de codigo de barras térmicas 102mm/seg

.- /impresora laser blanco y negro 52 Ppm
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- Lectora de cédigo de barras

- Microcentrifuga

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Termociclador

- Transiluminador

- Vortex Genie 2 mixer, color blanco humo.
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
7.3 Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

) - Estante de melanina

- Mesa de metal

- Méodulo de melanina para computadora

- Médulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodon hidréfilo x 500 g

- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL
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- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantaldn dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papel toalla x 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con edta
2° Actividad: Registro de muestra

- lapicero de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Mandilon descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.
4° Actividad: Extraccion de ADN y cuantificacion

- Alcohol etifico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Alcohol isopropilico (Isopropancl) P.A. x 25 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit X 100
determinaciones.

- Kit de extraccion de ADN genémico x 100 determinaciones

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Tips con filtro 1000 UI X 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul X 96

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U
5° Actividad: Amplificacion por PCR de region de interés

- Agua para PCR x 5000 mL
T W\"\—\\ Deoxinucléotidos Dntps 4 X 40 Umol En Concentraciéon 100 Mm (Kit)
Enzima Tag ADN Polimerasa Termoactivable de Alta Fidelidad X 100 U
Primer FLT3-14F1 FAM-5'-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3' 50 N
Primer FLT3-E15R 5-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3' 50 N

Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL X 96 U
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- Tips estéril con filtro 0.1 Ul -10 U1 X 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 U1 X 96 U
6° Actividad: Preparacion de gel

- Esténdar de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 A 600 Pb
Marcados con fluorescencia X 800 determinaciones

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye X 25 Ml
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL -20 uL X 96 U
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 U
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U
- Solucion tampon (buffer) dnodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Solucién tampoén (buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul-10 Ul X 86 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 UI X 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500
7° Actividad: Analisis de resultado
8° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamafio A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos

- Equipos de Aire Acondicionado

- Equipos Eléctricos

9.2. Servicios Publicos:

- Agua

- luz

- Teléfono

X. MUESTRA

10.1. Obtencion de la muestra:

.

~~_ Procedimiento en Sangre venosa: se realiza en el Area de trabajo de Toma de
Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.
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- Médula Osea: 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.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

10.4. 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 24 hrs.; tiempos mayores
a este periodo se sugiere conservar entre 2 - 8 °C.

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente (3)(4) y protocolos propios del Area de
Biologia Molecuiar 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) por el personal asignado por encargo del
procedimiento

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genetica 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.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total por medio del kit de extraccién de ADN
genomico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer, luego es necesario definir la cantidad de &cido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluordmetro y posterior medicién en el espectrofotémetro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/ul..

~~~14:5 Amphﬁcacmn por PCR de region de interés:

é‘g prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
espec:lflcos para los exones 14 y 15 del gen FLT3 y por medio de uso de enzima
pfohmerasa para la amplificacién (Enzima Tag Hot Start DNA polimerasa) vy
“deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos
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11.6

11.7

1.

de calor en el termociclador y se obtiene los productos amplificados de las regiones
especificas.

Analisis de fragmentos:

Los productos de la amplificacion son aforados con formamida y son llevados a una
microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, este debe
contener la septa de placa y la septa de contenedor anodo buffer con las soluciones
tampodn buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
pop 7 y los Estandares de tamafio de fragmentos de acidos nucléicos de
20 a 600 pb marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis
capilar segun el programa especifico para el analisis de fragmentos determinado.

Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias geneticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® y se realiza
el analisis de los electroferogramas, considerando los controles de calidad para
definir si la corrida es adecuada asi como los estandares de tamafio de los
fragmentos; en el caso de la mutacion FLT3-ITD se comparan los picos del alelo
salvaje (wild) que es de 318 pb y el alelo mutado (por encima de 393 pb), luego se
procede a la obtencion del ratio alélico entre el alelo wild y el alelo mutado segin
bibliografia (5)(6) y protocolos internos.

Elaboracién y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elabora el resultado en el SISINEN; el médico
genetista a cargo evalua el caso clinico, otros examenes auxiliares y procede a la
validacion del caso en el SISINEN.

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.

Dohner H, Estey E, Grimwade D, Amadori S, Appelbaum FR, Bichner T, et al.
Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an
international expert panel. Blood. 2017 26;129(4):424-47

Smith A, Nelson RJ. Capillary Electrophoresis of DNA. Curr Protoc Nucleic Acid
Chem. 2003;13(1):10.9.1-10.9.16

Murphy KM, Levis M, Hafez MJ, Geiger T, Cooper LC, Smith BD, et al. Detection of
FLT3 Internal Tandem Duplication and D835 Mutations by a Multiplex Polymerase
Chain Reaction and Capillary Electrophoresis Assay. J Mol Diagn JMD. 2003 May;5
(2):96-102.

Gale RE, Green C, Allen C, Mead AJ, Burnett AK, Hills RK, et al. The impact of
FLT3 internal tandem duplication mutant level, number, size, and interaction with
NPM1 mutations in a large cohort of young adult patients with acute myeloid
leukemia. Blood. 2008 Mar 1; 111(5):2776-84.

Pratcorona M, Brunet S, Nomdedéu J, Ribera JM, Tormo M, Duarte R, et al.
Favorable outcome of patients with acute myeloid leukemia harboring a low-allelic
burden FLT3-ITD mutation and concomitant NPM1 mutation: relevance to post-
remission therapy. Blood. 2013 Apr 4; 121(14):2734-8.

A&EXO
Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 01: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
1-8 Instituto Nacional de 11711272019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACION A DEL

GEN NPM1 POR ANALISIS DE FRAGMENTOS

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutacion A del gen NPM1 por analisis de
fragmentos.

S

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88299.21
Coédigo Tarifario INEN: 210766

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutacion A del gen NPM1 por Anélisis de Fragmentos por analisis de fragmentos, en el
Area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, desde

u 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 Direccidn 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ADN, ampilificacion por PCR, analisis de fragmentos, 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.

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

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
geneticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmisién hereditaria.

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.

Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacidén genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
nuclestido.
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- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula que ayuda al ADN en las funciones
de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- Analisis de Fragmentos: analisis del tamafio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- 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.

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

- Puncidn de Médula Osea: Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequerfia cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

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

- 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.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Prueba utilizada para diagnostico y gradacion de riesgo (pronostico) de leucemias agudas
de estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales
internacionales (1) y el impacto en pronéstico y manejo (2).

711 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). -
- Analizador genético automatizado

- Balanza pequeiia digital

- Cémara de electroforesis horizontal

- Céamara de flujo laminar, clase |l

- Cémara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo

- CPUintel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 18 000 btu/H tipo mini split
decorativo.

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 btu/H tipo piso techo.
- Espectrofotometro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg

Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de cédigo de barras
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- Microcentrifuga
- Monitor plano de 20 In
- Refrigeradora de 02 puertas, color bltanco
- Teclado alfanumérico
- Termociclador
- Transiluminador
- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
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
7.3 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 metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Mobdulo para computadora enchapado en melamine

SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodén hidroéfilo x 500 g

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

- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Guante para examen descartable talla S

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

Lentes protectores de policarbonato
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- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantaldn dril unisex talla M color celeste

- Pantaldn dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Lapicero de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamafio A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Mandildn descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L. aprox.
4° Actividad: Extraccion de ADN y cuantificacion

- Alcohol etilico (Etanol) 98% X 2.5 L

- Alcohol isopropilico (lsopropanol) P.A. x2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro qubit X 100
determinaciones.

- Kit de extraccion de ADN genémico x 100 determinaciones
- Plumén de tinta indeleble punta fina
- Tips con filtro 1000 Ui X 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 U X 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U
5° Actividad: Amplificacion por PCR de region de interés
- Aguapara PCR x 500 mL
- Deoxinucléotidos Dntps 4 X 40 Umol En Concentracidon 100 Mm (Kit)
- Enzima Taq Hot Start DNA Polimerasa (5U/Ul) X 1000 U
- PRIMER NPM1-An 5-CAAGAGGCTATTCAAGATCTCTGTCTG-3' 50 N
- PRIMER NPM1-F 5-FAM-ACTCTCTGGTGGTAGAATGAA-3' X 50 nmol
- Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 ulL. - 20 uL. X 86 U
- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul - 10 UI X 96 U
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- Tips Estéril con Filtro 20 Ul - 200 UI X 96 U
6° Actividad: Analisis de fragmentos

- Estandar de tamario de fragmentos de &cidos nucleicos de 20 a 600 Pb
marcados con fluorescencia X 800 determinaciones

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye X 25 mL
- Microplaca de olipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (Tips) estéril con filtro 10 uL - 100 uL. X 96 U
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 ulL - 20 uL X 96 U
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 X 10 U
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U
- Solucion tampén (Buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Solucion tampén (Buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 U1 X 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500
7° Actividad: Analisis de resultado
8° Actividad: Elaboracidn y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamario A4
- Téner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro.

X5 | SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos

9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Sangre Venosa: se realiza por el personal asignado segun encargado del
procedimiento en el Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo Funcional de
Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula Osea: se realiza por el personal asignado segun encargado del
procedimiento en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales de Medicina
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Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y por el personal
asignado seguin encargado del procedimiento en el Equipo Funcional de Servicio
de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

- Médula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.3. Recipiente:

- Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

- Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. Conservacién y manejo:

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

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente (3) (4) 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 por el personal del Area de Trabajo Toma Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica (sangre periférica).

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 Biélogo.

11.3 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 I,
limpieza de camara de flujo faminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica.

11.4 Extraccién de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 ul de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
genémico y el método de columnas: centrifugacién y extraccién de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer, luego es necesario definir la cantidad de acido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorébmetro y posterior medicion en el espectrofotémetro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/ ul.

Amplificacién por PCR de region de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para el exon 12 del gen NPM1 y por medio de uso de enzima
polimerasa para la amplificacion (Enzima Taq Hot Start DNA polimerasa) y
deoxinucleodtidos dNTPs. El proceso de amplificacién se realiza por medio de ciclos
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de calor en el termociclador y se obtiene los productos amplificados de las regiones
especificas.

11.6 Analisis de fragmentos:

Los productos de la amplificacién son aforados con formamida y son llevados a una
microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, este debe
contener la septa de placa y la septa de contenedor anodo buffer con las soluciones
tampon buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el Polimero
Pop 7 y los estandares de tamafio de fragmentos de &cidos nucleicos de 20 pb a
600 pb marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar
segun el programa especifico para el analisis de fragmentos determinado.

11.7 Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® y se realiza
el analisis de los electroferogramas, considerando los controles de calidad para
definir si la corrida es adecuada asi como los estandares de tamafio de los
fragmentos; en el caso de la mutacion A en el gen NPM1FLT3-ITD se comparan los
picos del alelo salvaje (wild) que es de 169 pb y el alelo mutado de 173 pb (en
casos raros se considerara 174 pb) segutn bibliografia (5) y protocolos internos.

11.8 Elaboracién y entrega de re sultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elabora el resultado en el SISINEN; el médico
genetista a cargo evalta el caso clinico, otros examenes auxiliares y procede a la
validacion del caso en el SISINEN.
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ANEXO
- Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 01: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion

RN RN de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
/< LY VLT 01 1-8 Instituto Nacional de 1171272019 Alferez

K Ve Enfermedades Neoplasicas

AN (Resolucion  Jefatural N° 276-

NS 2019-J/INEN).

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




PNT.DNCC. INEN. 034. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
ANALISIS DE CLONALIDAD PARA LINFOMA DE CELULAS B, V.01

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

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE ANALISIS DE CLONALIDAD PARA
LINFOMA DE CELULAS B

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Analisis de clonalidad para linfomas de células B.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cédigo CPMS (MINSA): 81261
- Codigo Tarifaric INEN: 210752

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Analisis de
Clonalidad para Linfomas de células B, en el drea de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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 Direcciéon 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 resultado y valida los resultados en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién y cuantificacion de
ADN, amplificacién por PCR, analisis de fragmentos, 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.

- 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 Oncédlogo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de médula osea.

- Meédico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina.

DEFINICION DE TERMINOS

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
geneticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organos vivos vy
algunos virus; es responsable de su transmisién hereditaria.

- Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA): Es un agente quelante usadc 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.
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- Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucledtido.

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

- Analisis de Fragmentos: Analisis del tamafio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.

- 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.

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

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

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.

Solucion Anticoagulante: Solucion que impide la coagulacién 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.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina). Tejido sumergido v fijado en parafina
para su conservacion estructural.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada como apoyo al diagnéstico para la determinacién de clonalidad en casos
de sospecha de proliferacion clonal linfoide B, por medio de identificacion de
reordenamientos clonales de genes de la cadena pesada de la inmunoglobulina de
superficie del linfocito B, por lo tanto, apoya en el diagnéstico (1).

EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informético)

- Analizador genético automatizado

- Balanza digital pequefia

- Camara de electroforesis horizontal

- Céamara de flujo laminar, clase Il

- Céamara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo

- CPU intel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 btwH tipo mini split
decorativo
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- Espectrofotdmetro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de codigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Teclado keyboard con puerto USB

- Termociclador

- Transiluminador

- Unidad Central de Proceso-CPU de 3.1GHz

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul. - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL - 1000 ul.
Mobiliario

- Coche metdlico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Maodulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Vill. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material

1° Actividad - toma de muestra

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

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodén hidroéfilo x 500 g

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

- Chagqgueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
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- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapoivo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

- lLentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo de plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
2° Actividad - registro de muestra

- Lapicero de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamafio A4

- Toner de impresion para Xerox codigo ref. 106r02318 negro
3° Actividad - procesamiento de muestra

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50

- Guante para examen descartable talla M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aproximadamente

4° Actividad - extraccion de ADN y cuantificacion

- Alcohot etilico (Etanol) 98% X 2.5 L

- - Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro qubit X 100
determinaciones

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

- Kit para la extraccién de ADN total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones

- Plumén de tinta indeleble punta fina
- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
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- Tips esteéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000. U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500. U
- XilolQP.x4L

5° Actividad - amplificacion por PCR

- Kit de analisis de fragmentos para deteccién de clonalidad de linfomas de células
B x 33 determinaciones.

T - Enzima taq gold polimerasa x 250 unidades.

‘%}/{y . - Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U

“\\/) - Tips estéril con filtro 20 ul - 200 uL x 96 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul. con tapa x 1000 U
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

6° Actividad - analisis de fragmentos
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético Abi 3500

- Estandar de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 A 600 Pb M
marcados con fluorescencia x 800 determinaciones.

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye x 25 mL
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (tips) estéril con filtro 10 uL. - 100 uL x 96 U
- Puntera (Tips) esteéril con filtro 2 uL -20uL x 96 U
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 U
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 Pocillos x 20 U
- Solucién tampén (Buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Solucién tampon (Buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ut x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
7° Actividad - analisis de resultado
8° Elaboracion y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamafio A4
- Toéner de impresion para Xerox cédigo ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos Biomédicos
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- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos
- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra

- Sangre venosa: se realiza por el personal asignado por encargo del responsable
del procedimiento, en el area de trabajo de Toma de Muestra del Equipo Funcional
de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Meédula dsea: se realiza por personal del Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y por personal del Equipo Funcional del Servicio de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia
Pediatrica.

- Tejido embebido en parafina: se realiza en el Equipo Funcional de Patologia
Quirargica y Necropsia.

10.2. Sistema bioldgico

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

- Médula dsea; tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

- Blogue de tejido embebido en parafina.

10.3. Recipiente

- Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.‘
- Médula 6sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

- Blogue de tejido embebido en parafina (TEEP).

10.4. 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 24 hrs.; tiempos mayores
a este periodo se sugiere conservar entre 2 - 8 °C en el caso de sangre periférica
y medula o¢sea; los bloques de tejido embebido en parafina deberan ser
almacenados a temperatura ambiente.

2)
)5/ XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

s

Basado en metodologia descrita por van Dongen (BIOMED?2) (2) y modificaciones propias
del area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

» w“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 Oncoldgica de Adultos del Departamenic de Oncologia
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11.2

11.6

Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica {médula
Osea).

Tejido embebido en parafina (TEEP): se obtiene del area de Patologia Quirtirgica.
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 Biologo.

Procesamiento de ia muestra

Sangre periférica/médula dsea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacién de muestra en un
ambiente con bioseguridad tipo Il, limpieza de camara de fiujo laminar, y disposicién
de inicio de trabajo con la disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.

Tejido embebido en parafina (TEEP): posterior a la marcacion de lamina y eleccién
del bloque de parafina, se realizan cortes en micrétomo (5 cortes, 5 micras cada
uno).

Extraccion de ADN

Sangre periférica/médula ¢6sea: Se realiza a partir de 200 ul. de sangre total por
medio del kit de extraccion de ADN gendmico y el método de columnas:
Centrifugacion y extraccion de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el
acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido con Elution buffer.

TEEP: Por medio del kit de extraccion de acidos nucleicos a partir de muestra
incluida en parafina y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de
sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
sera resuspendido con 70 ul. de buffer de elucion.

Cuantificacion: La cantidad de &acido nucléico (ADN) se realiza por medio del
calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y posterior medicion en el
espectrofotometro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/uL.

Amplificacion por PCR

Se prepara el proceso de PCR por duplicado, con los componentes del kit de
analisis de fragmentos para deteccion de clonalidad de linfomas de células B y por
medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima Tag Gold
polimerasa). 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
(6 regiones del gen IGH).

Analisis de fragmentos

Los productos de la ampilificaciéon son aforados con formamida y son llevados a una
microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, este debe
contener la septa de placa y la septa de contenedor anodo buffer con las soluciones
tampén buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
Pop 7 y los estéandares de tamafio de fragmentos de acidos nucléicos de 20 pb. a
600 pb. marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar
segtn el programa IGH CLONALITY para el andlisis de fragmentos determinado.

Andlisis de resultado

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® v se realiza
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11.8

el analisis de los electroferogramas segun el analisis IGH fragmentos, considerando
los controles de calidad para definir si la corrida es adecuada asi como los
estandares de tamario de los fragmentos; se debe buscar que los 6 fragmentos
amplificados estén por encima de los 300 pb, luego se valoran los estados de
policlonalidad/seudoclonalidad/monoclonalidad segun bibliografia (3) y protocolos
internos. '

Elaboracion y entrega de resultado

El bidlogo encargado de la prueba, elabora el resultado en el SISINEN: el médico
genetista a cargo evalla el caso clinico, otros examenes auxiliares y procede a la
validacion del caso en el SISINEN.
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) ANEXOS
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
' FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MODE Ry DEL ELABORACION ELABORACION
{(ACTUALIZACION) {ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segun DA N°
b 001-2019-INEN/DICON-DNCC
) “Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
). 01 1-9 Instituto Nacional de 111212019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE ANALISIS DE CLONALIDAD PARA
LINFOMA DE CELULAS T

.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Analisis de clonalidad para Linfomas de células T.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.29
- Codigo Tarifario INEN: 21075%

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Analisis de
Clonalidad para Linfomas de células T, en el area de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

|\ - Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
' la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos, 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.

- 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.

- Medico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el blogue de
tejido embebido en parafina.

DEFINICION DE TERMINOS

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

- Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA): Es un agente quelante usado como
._ anticoagulante para la proteccion completa de células de la sangre, especialmente de

\p!aquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en un
Iargo tiempo.
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- Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondmero, denominado
Nucleétido.

- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula que ayuda al ADN en las funciones
de trasmisidon de genes y sintesis de proteinas.

- Analisis de Fragmentos: Andlisis del tamafio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido fresco.

- 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.

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

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

- 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.

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

- Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.
\ SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada como apoyo al diagnéstico para la determinacion de cionalidad en casos
de sospecha de proliferacion clonal linfoide T, por medio de identificacién de
reordenamientos clonales de genes codificantes para la cadena beta y gamma del gen
TCR, por lo tanto, apoya en el diagnéstico (1).

EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Analizador genético automatizado

- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal
- Camara de flujo laminar, clase |

- Camara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- Congeladora de metal, color plomo
- CPU intel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo mini split
decorativo.
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- Espectrofotometro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de codigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Termociclador

- Transiluminador

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 uL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 uL
Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VIil. SUMINISTROS

Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja muiltiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodoén hidréfilo x 500 g

..~ Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
:Y‘““"‘Qhaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste

- Qkontenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

/;»”’fEsparadrapo antialérgico de papel 25 cmx 9.1 m
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- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccién al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 ¢cm color rojo

- Cuchilla descartable de Perfil Alto para microtomo de rotacion x 50
- Guante para examen descartable taila M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Mandilon descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccion de ADN

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit x 100
determinaciones

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

- Kit para la extraccidn de ADN total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones

G

j
- Tips esteril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
e Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
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- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
- XilolQ.P. x4 L

5° Actividad: Amplificacion por PCR
- Enzima taq gold polimerasa x 250 U

- Kit de analisis de fragmentos para deteccion de clonalidad de linfomas de células
T x 33 determinaciones

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL — 20 uL x 96 U

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 UL x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

- Tubo de Polipropileno para PCR de 200 uL con tapa x 1000 U
6° Actividad: Analisis de fragmentos

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético Abi 3500

- Estandar de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 Pb a 600 Pb
marcados con fluorescencia x 800 determinaciones

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye x 25 mL
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Puntera (Tips) estéril con filtro 10 uL - 100 uL. x 96 U
- Puntera (Tips) estéril con filtro2 uL - 20 uL x 96 U
- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 U
- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U
- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Solucién tampdn (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ui x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
7° Actividad: Analisis de resultado
8° Actividad: Elaboracion y entrega de resultado
- Papel bond 75 g tamario A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
N Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
) - Equipos Biomédicos

-.L é// - Equipos de Aire Acondicionado
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Equipos Eléctricos

9.2. Servicios Publicos:

Agua
Luz

Teléfono

X. MUESTRA

10.1.

Obtencidon 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 Osea: 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.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirdrgica y Necropsia.

10.2. Sistema biologico:

Acidos Nucléicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:

Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Médula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Bloque de tejido embebido en parafina.

10.4. Conservacién 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 24 hrs.; tiempos mayores a
este periodo se sugiere conservar entre 2 — 8 °C en el caso de sangre periférica

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Van Dongen (BIOMED2) (2) y modificaciones propias
del &rea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del

Departamento de Patologia:

111 Toma de muestra:

Realizada por el personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (sangre periférica) o por el Medico Oncélogo del
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 ésea). El tejido parafino embebido en parafina se
obtendra de los archivos del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia.
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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 codificacion interna, realizada
por el Bidlogo.

11.3 Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica/médula ésea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacidn de muestra en un
ambiente con bioseguridad tipo Il, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién
de inicio de trabajo con la disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.

Tejido parafino embebido en parafina (TEEP): posterior a la marcacion de lamina y
eleccion del bloque de parafina, se realizan cortes en micrétomo (5 cortes, 5 micras
cada uno).

Extraccion de ADN:

Sangre periférica/médula 6sea: se realiza a partir de 200 uL de sangre total por
medio del kit de extraccion de ADN genémico y el método de columnas:
Centrifugacién y extraccién de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene €l
acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido con Elution buffer.

TEEP: por medio del kit de extraccién de Acidos Nucleicos a partir de muestra
incluida en parafina y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de
sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
sera resuspendido con 70 ul. de buffer de elucion

Cuantificacion: la cantidad de acido nucleico (ADN) se realiza por medio del
calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y posterior medicion en el
espectrofotometro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/uL.

Amplificacién por PCR:

Se prepara el proceso de PCR por duplicado, con los componentes del kit de
analisis de fragmentos para deteccion de clonalidad de linfomas de células Ty por
medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima Taq Gold
polimerasa). 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.

Analisis de fragmentos:

Los productos de la amplificacion son aforados con formamida y son llevados a una
microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, este debe
contener la septa de placa y la septa de contenedor anodo buffer con las soluciones
tampon buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
pop 7 y los estandares de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 pb a
600 pb marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar
segun el programa TCR CLONALITY para el andlisis de fragmentos determinado.

Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias geneticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® y se realiza
el andlisis de los electroferogramas seglin el analisis de los fragmentos TCR,
considerando los controles de calidad para definir si la corrida es adecuada, asi
como los estandares de tamafio de los fragmentos; se debe buscar que los
fragmentos amplificados estén por encima de los 300 pb, luego se valoran los
estados de policlonalidad/seudoclonalidad/monoclonalidad segun bibliografia(3) y
protocolos internos.
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11.8 Elaboracion y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elabora el resultado en el SISINEN; el médico
genetista a cargo evalua el caso clinico, otros exdmenes auxiliares y procede a la
validacion del caso en el SISINEN.
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XHi. ANEXO
- Anexo N° 01: Confrol de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 01: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA,
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 278-
2019-J/INEN).

M.C. Pamela Mora

11/12/2019 Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETERMINACION DE LA

PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD 1p/19q PCR MULTIPLE

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Determinacion de la pérdida de heterocigosidad 1p/19g
PCR muiltiple.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cddigo CPMS (MINSA): 88299.32
- Cdodigo Tarifario INEN: 210754

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Determinacion de la
pérdida de heterocigosidad 1p/19q PCR multiple, en el area de Biologia Molecular del
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion y cuantificacion
de ADN, amplificacion por PCR, andlisis de fragmentos, 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.

- 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 Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision
de laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el blogque
de tejido embebido en parafina.

2 V. DEFINICION DE TERMINOS

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un &cido 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 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.
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- Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondmero, denominado
Nucleétido.

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

- Anadlisis de Fragmentos: Analisis del tamafio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

- Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.

- 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

el neoplasias.
: I
Km ) \ - Muestra de Sangre Periférica: Parte de sangre que se considera representativa del
Y }}\O/L total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

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

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.

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.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para determinar la pérdida de Heterocigosidad (LOH) por medio del
analisis molecular de regiones del brazo corto del cromosoma 1 (1p) y el brazo largo del
cromosoma 19 (19q) mediante la comparacion de los perfiles alélicos de tejido normal
(sangre periférica) y tejido tumoral. Es util como marcador diagnéstico en todos aquellos
casos en los que hay sospecha de tumores de linea glial (oligodendroglioma u otros
gliomas malignos) y ayudar a diferenciar éstas de otras neoplasias morfoldgicamente
parecidas. Tiene papel pronostico y permitird guiar el tratamiento de quimioterapia de
primera linea y predecir una mayor supervivencia de los pacientes (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Analizador genético automatizado
- Balanza pequefia digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Camara de flujo laminar, clase I
- Céamara fotografica digital
..~ Centrifuga para tubos
”—"m‘"“C\gmputadora

- Cc%ngeladora de metal, color plomo

s
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CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo piso techo.
Espectrofotémetro

Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
Impresora de codigo de barras térmicas 102mm/seg
Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de codigo de barras

Microcentrifuga refrigerada

Microtomo de rotacion

Monitor plano de 20 In

.F‘Qé-fri-gve'r»éldéra de 02 puertas, color blanco

Teclado alfanumérico

Termociclador

Transiluminador

Vortex genie 2 mixer, color bianco humo.

Instrumentales

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

Mobiliario

Coche metdlico para transporte en general con plataforma de metal
Estante de melanina

Mesa de metal

Mddulo de melanina para computadora

Maodulo para computadora enchapado en melamine

Silla de escritorio giratoria rodante

Silla fija de metal con brazos

Silla giratoria de metal tipo cajero

. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

)

1° Actividad: Toma de muestra

Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

Algodén hidrofilo x 500 g

Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste

Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste

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.sid.pe

Pag. 3



PNT.DNCC. INEN.036. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETERMINACION DE LA PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD 1p/19q PCR MULTIPLE

V.01

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

3
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e

SURT

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
- Esparadrapo antialérgico de papel 25cmx 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con EDTA

2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toéner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Alcohol etilico {etanol) 70°x 1 L

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacion x 50
- Guante para examen descartable talla M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccién de ADN

- Alcohol Etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit x 100

determinaciones

- Kit de extraccion de ADN genomico x 100 determinaciones

- Kit para la extraccion de ADN total de tejido formolado y/o parafinado x 50

reacciones

.- Plumoén de tinta indeleble punta fina

-) Tips con filtro 1000 Ul x 96 U
< Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
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- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mlL x 500 U
- XilolQP.x4L

5° Actividad: Amplificacion por PCR

- Primer Marcado D1S8162 F: & Ned - (Gggggaagaagtccgagtag - 3' x 1000
Determinaciones.

- Primer Marcado D1S199 F: 5' Fam - Ggtgacagagtgagaccctg - 3' x 1000
Determinaciones.

- Primer Marcado D1S226 F: 5 Hex - Gctagtcaggcatgagcg - 3' x 1000

- - --Determinaciones. - : :

- Primer Marcado D18S186 F: 5 Ned - Tagctcatcccceectttet - 3' x 1000 -
Determinaciones.

- Primer Marcado D1S312 F: 5 Fam
Determinaciones.

- Primer Marcado D19S918 F: 5' Fam
Determinaciones.

- Primer Marcado D19S206 F. 5 Hex - Ttcatcaagtctgticcagee- 3' x 1000
Determinaciones.

- Primer Marcado D19S112 F: 5 Hex - Gccagccattcagtcatttgaag - 3' x 1000
Determinaciones.

1

Cagccttc‘cccacaacttta -3 x 1000

Aaaggcttgattaccccega - 3' x 1000

- Enzima Taq Gold Polimerasa x 250 U

- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul - 10 UI X 96 U

- Tips Estéril con Filtro 20 Ul -200 Ul X 96 U

- Tubo de Polipropileno para PCR de 200 uL con tapa X 1000

- Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 uL - 20 ulL X 96Formamida Hidi Desionizada
Ultrapura

6° Actividad: Analisis de fragmentos
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético Abi 3500

- Estandar de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 A 600 Pb
marcados con fluorescencia x 800 determinaciones

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye x 25 mL
- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500

- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras

- Puntera (tips) estéril con filtro 10 uL - 100 UL x 96 U

- Puntera (tips) estéril con filtro 2 ul. -20 uL x 96 U

- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 U

- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 Pocillos x 20 U

~._- Solucién tampdn (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 U
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- Solucion tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U
7° Actividad: Analisis de resultado
8° Actividad: Elaboracién y entrega de resuitado
- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

!

Equipos Biomédicos

Equipos de Aire Acondicionado

Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Piiblicos:
- Agua
- Luz

Teléfono

X. MUESTRA

10.1. Obtencién 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.

- Tejido embebido en parafina: se realiza en el Equipo Funcional de Patologia
Quirurgica y Necropsia.

10.2. Sistema biolédgico:

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Bloque de tejido embebido en parafina.

10.4. 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 24 hrs.; tiempos mayores
a este periodo se sugiere conservar entre 2 — 8 °C en el caso de sangre periférica;
los blogues de tejido embebido en parafina deberan ser almacenados a
temperatura ambiente.
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Xl

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Hatanpaa et al. (2) y modificaciones propias del area
de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

111

11.2

115

11.6

Toma de muestra:

Realizada por el personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (sangre periférica).

Registro de fa muestra:

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

Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica: 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.

TEEP: posterior a la marcaciéon de lamina y eleccién del bloque de parafina, se
realizan cortes en micrétomo (5 cortes, 5 micras cada uno).

Extraccion de ADN:

Sangre periférica: se realiza a partir de 200 uL de sangre total por medio del kit de
extraccion de ADN gendmico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion
de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
sera resuspendido con Elution buffer.

TEEP: se realiza la desparafinacion por medio de bateria de alcoholes: xilol y
etanol; en posterior por medio del kit para la extraccién de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccién de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucleico (ADN)

Cuantificacion: la cantidad de acido nucleico (ADN) se realiza por medio del
calibrador para ADN de doble cadena para fluorometro y posterior medicion en el
espectrofotdmetro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/uL.

Amplificacion por PCR:

Se prepara el proceso de PCR por medio de los primers especificos para 10
marcadores del brazo corto del cromosoma 1 (1p) y 6 marcadores a nivel del brazo
largo del cromosoma 19 (19q) y por medio de uso de enzima polimerasa para la
amplificacion (Enzima Tag Gold polimerasa). 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.

Analisis de fragmentos:

Los productos de la amplificacion son aforados con formamida y son llevados a una
microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, este debe
contener la septa de placa y la septa de contenedor anodo buffer con las soluciones
tampon buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
pop 7 y los estandares de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600pb
marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar segin el

" y programa especifico para el analisis de fragmentos determinado.
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11.7 Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias genéticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® y se realiza
el analisis de los electroferogramas segln el analisis especifico, considerando los
controles de calidad para definir si la corrida es adecuada asi como los estandares
de tamano de los fragmentos; se comparan los patrones tanto a nivel tumoral como
a nivel constitutivo (sangre) y se valoran los estados de perdida de heterocigosidad
segun bibliografia (2) y protocolos internos.

11.8 Elaboracién y entrega de resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elabora el resultado en el SISINEN; el médico
genetista a cargo revisa la corrida, evalta el caso clinico, otros examenes auxiliares

;/ ""\\.J: , y procede a la validacion del caso en el SISINEN.
v &%/}.‘Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
y 1. Louis DN, Perry A, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella-Branger D, Cavenee

WK, et al. The 2016 World Health Organization Classification of Tumors of the
Central Nervous System: a summary. Acta Neuropatho!l (Berl). 2016
Jun;131(6):803-20.

2, Hatanpaa KJ, Burger PC, Eshleman JR, Murphy KM, Berg KD. Molecular diagnosis
of oligodendroglioma in paraffin sections. Lab Investig J Tech Methods Pathol. 2003
Mar;83 (3):419-28.

Xlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

' FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MODIE AN ¥ DA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

1-9
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PCR CUANTITATIVO
CITOMEGALOVIRUS

OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de PCR Cuantitativo Citomegalovirus.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 86644.01.
- Cdbdigo Tarifario INEN: 2107289.

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de PCR cuantitativo
citomegalovirus, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion de acidos nucléicos,
amplificacion, analisis y emisién 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.

- 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/cirujano de los Departamentos de Oncologia Médica/Pediatrica y
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
meédula osea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencion de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

- Medico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina.

DEFINICION DE TERMINOS

- Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA): Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la protecciéon 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
fargo tiempo.

Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
levado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
{ucledtido.
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- ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentran
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

- ARN Viral: Sigla de acido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de las
proteinas y realiza la funcién de mensajero de la informacion genética en virus.

- Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido fresco.

- 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.

- Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

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

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

Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, glicidos y lipidos
mayoritariamente.

Puncion de Médula Osea: Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequena cantidad de meédula 6sea en forma liquida para su analisis.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica que consiste en la amplificacion
IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

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.

Tejido Fresco: Seccién de tejido tomado por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.
SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de determinacion de la carga viral de citomegalovirus en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autdlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccién previa por citomegalovirus y otros (1).
EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Analizador genético automatizado

- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Camara de flujo laminar, clase I

™
e,

:&“'\Cémara fotografica digital

;Centrifuga para tubos
- /' Computadora

w/
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- Congeladora de metal, color plomo
- CPU intel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo mini split
decorativo.

- Espectrofotémetro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de cadigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Teclado keyboard con puerto USB

- Termociclador

- Transiluminador

- Unidad central de proceso-CPU de 3.1GHz

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 uL
Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Médulo de melanina para computadora

- Mobdulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VIil. SUMINISTROS

s \8:4\\Insumos y material:

}° Actividad: Toma de muestra

7~ Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
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- Algoddn hidrofilo x 500 g

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

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

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Esparadrapo antialérgico de papel 25cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantaldn dril unisex talla M color celeste

- Pantalén drill unisex tafla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Mandilon descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccién de acido nucleicos

- Gorro descartable unisex x 100 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul -10 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

Tubo de polipropileno, fondo coénico estéril x 15 mL
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5° Actividad: Amplificacion

- Kit lvd de PCR en tiempo real para deteccién y cuantificacion viral de Cmv x 24
Determinaciones

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL. -20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 UIx 96 U

- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
6° Actividad: Analisis de resultado

7° Actividad: Elaboracion y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamario A4

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

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. 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 Osea: 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.

- Liquidos orgénicos: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

- Tejido embebido en parafino (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirdrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

2. Sistema biolégico:

- Acidos nucléicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico viral.
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10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Médula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Liquidos Organicos: tubo estéril de 3cc.
- Tejido Fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000
- Tejido embebido en parafino (TEEP): bloque de parafina
10.4. Conservacién y manejo:
- Sangre venosa/médula 6sea: es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente

flj/""'\‘»».;\ a la toma de muestra, de no ser posible se conservan a temperatura ambiente
, / Yo 'L/\“ hasta 4 hrs.; tiempos mayores a este periodo se sugiere conservar entre 2-8°C.
K NO deben procesarse muestras con tiempos de conservacion mayores a 24hrs.

- Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Dioverti MV et al. (2) y modificaciones propias del
area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

- Sangre venosa: realizada por el personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica (sangre periférica),

Meédula 6sea: realizada por el Médico Oncologo del 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.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncologo/Médico Cirujano del 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 Oncoldgica Pediatrica del Departamento de
Oncologia Pediatrica.

Tejido fresco: realizado por el médico cirujano de los Departamentos de la Direccion
de Cirugia.

Tejido embebido en parafino (TEEP): Obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

Registro de la muestra:

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

Procesamiento de la muestra;

\ \'S%ngre periférica/médula désea: proceso preanalitico que considera la linea de

bioseguridad, que implican las medidas previas la separacion de muestra en un
ambiente con bioseguridad tipo I, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion
e
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de inicio de trabajo con la disposicién de tubos de muestras, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: Sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

Tejido embebido en parafino (TEEP): posterior a la revision por el patdlogo, que
define la marcacion de lamina y eleccion de bloque de parafina, se realizaran los
pasos de desparafinacién por medio de bateria de alcoholes.

Extraccion de acidos nucléicos:

Plasma/ liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccion de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos obtenidos
asi como los controles internos son guardados a -20°C hasta la siguiente actividad.

TEEP: se realiza la desparafinacion por medio de bateria de alcoholes: xilol y
etanol; en posterior por medio del kit para la extraccién de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccién de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucléico viral.

Tejido fresco. se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacién y extraccién de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucléico viral.

Amplificacién:

Se utilizan los reactivos del master (solucion premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccién y cuantificacion viral de citomegalovirus (CMV) (IVD), los
productos de esta reaccién son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados
en el equipo de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “copias/ml.” por medio de
formula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
para poder ser correlacionados con los resultados previos (2).

Elaboracién 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.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION

PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

FECHA DE,
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

11/12/2019

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y
CUANTIFICACION VIRAL DE EPSTEIN BARR VIRUS

. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacion viral de Epstein Barr Virus.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.09
- Cadigo Tarifario INEN: 210736

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
cuantificacion viral de Epstein Barr Virus, en el area de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion de acidos
nucleicos, amplificacion, 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.

- 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 del Departamento de Oncologia Médica, médico oncologo pediatra
del Departamento de Oncologia Pediatrica y Médico Cirujano Oncologo de los
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
medula 6sea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencion de liguidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

- Medico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision
de laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque
de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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.

- Runcion de Médula Osea: Prueba médica minimamente invasiva gue permite extraer
na 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.
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- 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 (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.

- Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

. - Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.
TN - Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina

{’ [}/szo e para su conservacion estructural.

- :
3 \\ /- Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.
N

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

- Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monomero, denominado
Nucleotido.

- Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, glucidos y lipidos
mayoritariamente.

- ARN Viral: Sigla de acido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcién de mensajero de la informacién genética en virus.

- ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el ntcleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacion que consiste
en la amplificacion IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de determinacién de la carga viral de Epstein Barr virus en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autélogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccion previa y otros (1).

Vii. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos

- Vortex genie 2 Mixer, color blanco humo.

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Equipo para determinacion de PCR en Tiempo Real.
- Equipo de extraccién de acidos nucleicos

- Purificador vertical de metal

- Microtomo de rotacion
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- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Computadora

- Teclado alfanumérico

- CPU Intel Core i7-477

- Lectora de codigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmicas 102mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Monitor Plano de 20 In

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 btu/H tipo mini split
decorativo.

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
7.3 Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Maodulo 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

- Méodulo para computadora enchapado en melamine

Vill. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
1° Actividad: Toma de muestra
- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodén hidrofilo x 500 g
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
- Esparadrapo antialérgico de papel 25cmx 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Guante para examen descartable talla S
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
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- Jabodn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300 m

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabodn germicida liquido x 800 ml

- Mandilon descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirlrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccién de Acido Nucleicos

- Gorro Descartable Unisex x 100

- Tips con Filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con Filtro 0.1 Ul- 10 Ul x 96 U

- Tubo de Polipropileno para Microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

- Tubo de Polipropileno para Microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

- Tubo de Polipropileno, Fondo Conico Estéril x 15 mL

5° Actividad: Amplificacién

- Kit Pcr en Tiempo Real para Deteccién y Cuantificacién Viral de EBV x 24
Determinaciones

- Puntera (Tips) Estéril con Filtro 2 uL - 20 uL. X 96

- Tips con Filtro 1000 U x 96 U

- Tips Estéril con Filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U

- Tips Estéril Con Filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

- Tubo de Polipropileno para Microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
6° Actividad: Analisis de resultado

7° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamano A4

- Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
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SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

Equipos Biomeédicos
Equipos de aire acondicionado

Equipos Eléctricos

9.2. Servicios Publicos:

Agua
Luz

Teléfono

MUESTRA

10.1.

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 Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en el
Equipo Funcional Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica
Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: 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.

Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

TEEP: se realiza en el Equipo Funcional de Patologia Quirirgica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

Sistema bioloégico:

Acidos nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico viral.
Recipiente:

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

Médula 6sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Liquidos organicos: tubo estéril de 3 cc.

Tejido fresco: frasco estéril y Cloruro de Sodio 9/1000

Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.

Conservacién y manejo:

Sangre venosa/médula 6sea: 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 24 hrs.

Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.

Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente
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MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Laus 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:

Sangre venosa: Realizada por el personal del Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Médula osea: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica y Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de Servicio
de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del Departamento
de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Cirujano Oncologo del Equipo Funcional
de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica y Médico Oncoélogo Pediatra del Equipo
Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica
Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncélogo de los Departamentos de
la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirurgica y Necropsia.

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.

Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica/ médula 6sea: proceso preanalitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacién de muestra en un
ambiente con bioseguridad tipo 1l, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion
de inicio de trabajo con la disposicién de tubos de muestras, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos orgénicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

TEEP: posterior a la revision por el Patologo, que define la marcacion de lamina y
eleccioén de bloque de parafina, se realizaran los pasos de Desparafinacion por
medio de bateria de alcoholes.

Extraccion de Acidos Nucléicos:

Plasma/ liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccion de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (inciuidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20 °C hasta la
siguiente actividad.

TEEP: se realiza la desparafinacién por medio de bateria de alcoholes: xilol y
etanol, en posterior por medio del kit para la extraccién de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccion de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucleico viral.
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Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacién y extraccién de sobrenadante se obtendra
pellet de acido nucléico viral.

11.5 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucién premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de Epstein Barr (IVD), los productos
de esta reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el
equipo de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en "copias/ml.” por medio de

\ formula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
; A i para poder ser correlacionados con los resultados previos (2).
\\\_ﬂ/&, 11.7 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.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA ORIy e L ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
1-8 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y CUANTIFICACION

VIRAL DE BK VIRUS

OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacion viral de BK Virus.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88299.08
Codigo Tarifario INEN: 210737

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion y
cuantificacion viral de BK Virus, en el drea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genetica y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién de &cidos nucléicos,
amplificacién, analisis y emisién 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.

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 Oncologo del Departamento de Oncologia Médica, médico oncologo pediatra
del Departamento de Oncologia Pediatrica y Médico Cirujano Oncologo de los
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
meédula Osea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencién de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

Medico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

V. DEFINICION DE TERMINOS

- 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.

Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.
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- ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

- ARN Viral: Sigla de &cido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcién de mensajero de la informacién genética en virus.

- Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido fresco.

- 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.

- Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

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

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

- Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, glucidos y lipidos
mayoritariamente.

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

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacion que consiste
en la amplificacion IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

- 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.

- Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.
- Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.
SIGNIFICANCIA CLINICA
Estudio de determinacion de la carga viral de BK virus en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autodlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccién previa y otros (1).
EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase |l
- Centrifuga para tubos
- Computadora
CPU intel core i7-477
Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Equipo de extraccion de acidos nucleicos

Equipo para determinacion de PCR en tiempo real
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- Espectrofotometro

- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- lLectora de codigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacién

- Monitor plano de 20 In

- Purificador vertical de metal

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

2/‘,/ - Teclado alfanumérico
\ \ / - Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
7 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
7.3 Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Médulo de melanina para computadora

- Méodulio para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Vill. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra
Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1In
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algodon hidréfilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portéatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m
Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
Guante para examen descartable talla S
Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
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- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Papeltoallax 300m

- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con edta

2° Actividad: Registro de muestra

g’ %M (\z - Boligrafo (iapicero) de tinta seca punta fina color azul
[ & I}
AN - Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra
- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo
- Guante para examen descartable talla M
- Jabén germicida liquido x 800 mL
- Mandilon descartable talla estandar
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Tacho de plastico 25 L aprox.
4° Actividad: Extraccion de acido nucleicos
- Gorro descartable unisex x 100 U
- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U
- Tips estéril con Filtro 0.1 Ul - 10 Ui x 96 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

- Tubo de polipropileno, fondo coénico estéril x 15 mL
5° Actividad: amplificacion

- Kit PCR en tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de BKV (lvd) x 24
determinaciones

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul-10 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ui x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

6° Actividad: Analisis de resultado

7° Actividad: Elaboracion y entrega de resultado
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- Papel bond 75 g tamario A4
- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado

Py - Equipos Eléctricos

f/w ljij\ . 9.2. Servicios Publicos:

(\\J) - Agua

SR - Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencidén 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.

Liquidos organicos: 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.

Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se obtiene del Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

Sistema bioldgico:

Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico Viral,
Recipiente:

Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Médula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Liquidos Organicos: tubo estéril de 3 cc.

Tejido Fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.

Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.

Conservacioén y manejo:

Sangre venosa/meédula 6sea: 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 24 hrs.
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XI.

- Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (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:

Sangre venosa: realizada por personal designado en el Area de Trabajo Toma de
Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Meédula osea: realizada por el Meédico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Meédico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncélogo de los Departamentos de
ta Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia.

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:

Sangre periférica/médula 6sea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacién 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, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacién por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

TEEP: posterior a la revision por el patélogo, que define la marcacién de lamina y
eleccion de bloque de parafina, se realizaran los pasos de desparafinacion por
medio de bateria de alcoholes.

Extraccion de Acidos Nucléicos:

Plasma/ liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccién de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20 °C hasta la
siguiente actividad.
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TEEP: se realiza la Desparafinacion por medio de bateria de alcoholes: xilol y
etanol; en posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccion de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucleico viral.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
obtendréa pellet de acido nucléico viral.

11.5 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucién premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de BKv (IVD), los productos de esta
reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el equipo de
PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de amplificacion durante
el proceso de la corrida.

B \, / 11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacién por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “copias/ml” por medio de
formula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
para poder ser correlacionados con los resultados previos (2).

11.7 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.
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«\ XHIl. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

A FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA OB e LS ELABORACION ELABORACION
] (ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
/’/ \\‘, . Se elabora PNT segun DA N°
SR ETY) ) 001-2019-INEN/DICON-DNCC
‘\\ N I “Lineamientos para la elaboracion
RS o de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
il 01 1-8 Instituto Nacional de 1111272019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y CUANTIFICACION

VIRAL DE ADENOVIRUS

.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacion viral de adenovirus.

II. IDENTIFICACION DEL CPMS

Cadigo CPMS (MINSA): 87800.05
Codigo Tarifario INEN: 210749

\ g;L\;"' ALCANCE

\_,\ / El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién vy

cuantificacion viral de Adenovirus en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional

de Genética y Biologia Molecular, 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 Direccidn de Servicios de Apoyo al
Diagnostico 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde ia codificacion interna de la muestra, extraccion de acidos nucléicos,
amplificacion, 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.

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 Oncologo del Departamento de Oncologia Médica, médico oncélogo pediatra
del Departamento de Oncologia Pediatrica y Médico Cirujano Oncologo de los
Departamentos de la Direccién de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
médula oOsea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencion de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

Médico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

DEFINICION DE TERMINOS

- 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.

Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por ofra subunidad o mondmero, denominado
Nucledstido.
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- ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

- ARN Viral: Sigla de &cido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcién de mensajero de la informacion genética en virus.

- Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido fresco.

- 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.

- Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

K i - Muestra de Sangre Periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
AN e total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.

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

- Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, glucidos y Iipidos
mayoritariamente.

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

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacion que consiste
en la amplificacién IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

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

- Tejido Fresco: Seccidn de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.
- Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.
SIGNIFICANCIA CLINICA
Estudio de determinacién de la carga viral de adenovirus en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autdlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccién previa y otros (1).
EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Cémara de flujo laminar, clase |l

- Centrifuga para tubos

- Computadora
- CPU intel core i7-477
e
—\) Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo.

7,./ Equipo de extraccion de acidos nucleicos
Equipo para determinaciéon de PCR en tiempo real.

Espectrofotdmetro
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- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de codigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Purificador vertical de metal

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ulL - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ul. - 1000 uL
7.3 Mobiliario

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Méduio de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
1° Actividad: toma de muestra
- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algodén hidrofilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m
Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
uante para examen descartable talla S
Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
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- Jabodn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantaldn dril unisex talla S color celeste

- Papel toalla x 300 m

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con edta
2° Actividad: registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

/ ““““ 5 - Papel bond 75 g tamario A4
f LTI ) - Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
\ / 3° Actividad: procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabon germicida liquido x 800 mL

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: extraccion de Acido Nucleicos

- Gorro descartable unisex x 100 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips esteril con Filtro 0.1 Ul - 10 Ui x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
- Tubo de polipropileno, fondo conico Estéril x 15 mL

5° Actividad: amplificacién

- Kit PCR en tiempo real para deteccién y cuantificacion de adenovirus (lvd) x 24
determinaciones

- Puntera (Tips) estérif con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ui x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

ﬁkactividad: analisis de resultado
7° Elaboracién y entrega de resultado

Papel bond 75 g tamafio A4

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

MA~ 4



PNT.DNCC. INEN. 040. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION VIRAL DE ADENOVIRUS V.01

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

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

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2, Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. 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.

- Meédula Osea: 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.

Liquidos orgéanicos: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

Sistema bioldgico:

Acidos Nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico Viral.
Recipiente:

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

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

Liquidos organicos: tubo estéril de 3cc.

Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000

Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina

Conservacién y manejo:

Sangre venosa / Meédula Osea: 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 24 hrs.

Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.
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- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (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:

Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

e Médula osea: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de

N Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
xkﬁ de Oncologia Médica o por el Médico Oncdlogo Pediatra del Equipo Funcional de

s \\ /" . Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del
T Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del Equipo Funciona! de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncélogo de los Departamentos de
fa Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

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.

Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica/médula 6sea: 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, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

TEEP: posterior a la revision por el patdlogo, que define la marcacion de lamina y
eleccion de bloque de parafina, se realizaran los pasos de desparafinacion por
medio de bateria de alcoholes.

11.4 Extraccion de acidos nucléicos:

Plasmalliquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccion de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos: al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20 °C hasta la
__ siguiente actividad.

WTA:“E{EP: se realiza la desparafinacion por medio de bateria de alcoholes xilol y Etanol;
e/:}!posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido formolado y/o

e
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parafinado y metodo de extraccion de columnas: centrifugaciéon y extraccion del
sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucleico viral.

Tejido fresco: se utiliza un Tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucléico viral.

11.5 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucion premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccién y cuantificacién de adenovirus (IVD), los productos de
esta reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el equipo
de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de amplificacion
durante el proceso de la corrida.

11.6 Analisis de resulitado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “copias/ml’ por medio de
formula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
para poder ser correlacionados con los resultados previos (2).

11.7 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.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y CUANTIFICACION

VIRAL DE PARVOVIRUS B19

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacién viral de parvovirus.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.19.
- Cdadigo Tarifario INEN: 210768.

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién y
cuantificacion de parvovirus, en el drea de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Geneética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccién de acidos nucléicos,
amplificacion, 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.

- 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 fas muestras.

- Medico Oncologo del Departamento de Oncologia Médica, médico oncélogo pediatra
del Departamento de Oncologia Pediatrica y Medico Cirujano Oncologo de los
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
medula sea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencién de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

- Medico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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

uncion de Médula Osea: 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.
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Solucion 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.

Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido vy fijado en parafina
para su conservacion estructuratl.

Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido fresco.

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

Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
nucledtido.

Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, esta formado por agua, proteinas, glucidos y lipidos
mayoritariamente.

ARN Viral: Sigla de &cido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de las
proteinas y realiza la funcion de mensajero de la informacion genética en virus.

ADN Viral: Sigla de &cido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra en
el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético de
los virus.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica que consiste en la amplificacion
IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de determinacién de la carga viral de Parvovirus B19 en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autdlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccion previa y otros (1).

EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase Il

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- CPUintel core i7-477

?‘\\gquipo aire acondicionado tipo domeéstico de 24000 Btu tipo piso techo.

E/huipo de extraccion de acidos nucleicos

/”'équipo para determinacion de PCR en Tiempo Real.
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SONS

- Espectrofotometro

- Impresora de codigo de barras térmicas 102mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Purificador vertical de metal

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Teclado keyboard con puerto USB

- Unidad central de proceso-CPU de 3.1GHz

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ul — 1000 uL
Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Moddulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

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

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml.

- Algodén hidréfilo x 500 g

Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 25 cmx 9.1 m
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- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-85

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papeltoalla x 300 m

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro

3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 c¢m color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 ml

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtirgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccién de acido nucleicos

- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L

- Gorro descartable Unisex X 100 U

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL. - 20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 UI X 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul-10 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U

- Tubo de polipropileno, fondo cénico Estéril x 15 mL

§° Actividad: Amplificacion

Kit PCR en tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de parvovirus (Ivd) x
24 Determinaciones

¥ - Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ui x 96 U
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- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 U1 x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul x 96 U

6° Actividad: Andlisis de resultado

7° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamaiio A4

/L , - Téner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
i,

H %y
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos

- Equipos de Aire Acondicionado

- Equipos Eléctricos

.2. Servicios Publicos:

- Agua
- Luz

- Teléfono

UESTRA
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 osea: 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.

Liquidos organicos: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

Sistema bioldgico:

Acidos nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico viral.
Recipiente:

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

Médula ¢sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Liquidos organicos: tubo estéril de 3cc.
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- Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacién y manejo:

- Sangre venosa/médula 0sea: 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.

. v-?‘m\, - Liquidos orgénicos: iniciar el proceso inmediatamente.

‘}D : - Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

\w//xn MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (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:

Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Médula Osea: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolbdgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

40 sonidS
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Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncélogo de los Departamentos de
la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

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:

Sangre periférica/médula 6sea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacién 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, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacién por 10 min.

"\D'qgidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
direcs;tamente a la siguiente actividad.

: IEEP: posterior a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de
émina y eleccion de bloque de parafina, se realizaran los pasos de Desparafinacion
«-por medio de bateria de alcoholes.
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11.4 Extraccion de acidos nucléicos:

Plasma/ liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccion de &cidos
nucleicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20°C hasta la siguiente
actividad.

TEEP: se realiza la desparafinacién por medio de bateria de alcoholes: Xilol y
Etanol; en posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccion de columnas: centrifugacion v
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucleico viral.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacién y extraccidn de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucléico viral.

11.5 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucién premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccién y cuantificacion viral de parvovirus (IVD), los productos
de esta reaccidén son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el
equipo de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacién por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “copias/ml." por medio de
férmula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
para poder ser correlacionados con los resultados previos (2).

11.7 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.
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XIll. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

e Se elabora PNT segun DA N°
P 001-2019-INEN/DICON-DNCC
/ Z,@ “Lineamientos para la elaboracion
ITe8 i - .
R Enfermedades Neoplasicas
T (Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y
CUANTIFICACION VIRAL DE HEPATITIS B

.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccién y cuantificacion viral de Hepatitis B.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cdbdigo CPMS (MINSA): 88299.07
- Cadigo Tarifario INEN: 210738

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién y
cuantificacion viral de Hepatitis B, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional
de Genética y Biologia Molecular, 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 Direccidn 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 resultado y valida los resultados en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion de acidos nucléicos,
amplificacion, 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.

- Personal Administrativo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se
encarga de la recepcién y regulaciéon de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

- Medico Médico Oncoélogo del Departamento de Oncologia Médica, médico oncélogo
pediatra del Departamento de Oncologia Pediatrica y Médico Cirujano Oncologo de los
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
medula osea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencién de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

- Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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.

iQn de Médula Osea: Prueba médica minimamente invasiva gue permite extraer
una pequena cantidad de médula 6sea en forma liquida para su andlisis.
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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 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
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en
un largo tiempo.

Liquido Organico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.

Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.

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.

Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, gllcidos y lipidos
mayoritariamente.

ARN Viral: Sigla de acido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcion de mensajero de la informacién genética en virus.

ADN Viral: Sigla de &cido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacién que consiste
en la amplificacion IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de determinacion de la carga viral de Hepatitis B en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autdlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccion previa y otros (1).

EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecéanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase Il

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Equipo de extraccion de acidos nucleicos

Equipg para determinacion de PCR en tiempo real.

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

Mi. A




PNT.DNCC. INEN.042. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION Y CUANTIFICACION VIRAL DE HEPATITIS B V.01

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

- Espectrofotémetro

- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg.
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de cddigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Purificador vertical de metal

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
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
7.3 Mobiliario

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Maodulo de melanina para computadora

- Méodulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero.

. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
1° Actividad: Toma de muestra
- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 In
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algoddn hidrofilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m
Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
uante para examen descartable tafla S

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
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- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-85

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Papel toalla x 300 m

- Tubo plastico 3 mi para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Mandildn descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirlirgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccion de Acido Nucleicos

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Gorro descartable unisex x 100 U

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

- Tips con Filtro 1000 Ul x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 UI x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

- Tubo de polipropileno, fondo cénico estéril x 15 mL

5° Actividad: Amplificacion

- Kit PCR en tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de hepatitis B (lvd) x
24 determinaciones.

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL. - 20 uL x 96 U

- Tips con filiro 1000 Ul x 96 U

Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ul x 96 U

Lips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
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6° Actividad: Analisis de resuitado

7° Actividad: Elaboracién y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamario A4

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

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

94
X. MUESTRA

10.1. 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 osea: 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.

Liquidos organicos: se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirurgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

Sistema biologico:

Acidos nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico viral.
Recipiente:

Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio

Médula dsea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio

Liquidos organicos: tubo estéril de 3 cc

Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000

Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina

Conservacion y manejo:

ngre venosa/medula 6sea: es ideal realizar el inicio del proceso inmediatamente
la toma de muestra, de no ser posible se conservan a temperatura ambiente
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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 24 hrs.

- Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente

MODO OPERATIVO/ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (2) y protocolos propios del area
de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecuiar del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Médula Osea: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncoélogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncologo de los Departamentos de
la Direccion de Cirugla.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

11.2 Registro de la muestra:

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

11.3 Procesamiento de la muestra;

Sangre periférica/ médula 6sea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separacién de muestra en un
ambiente con bioseguridad tipo 11, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién
de inicio de trabajo con la disposicién de tubos de muestras, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

TEEP: posterior a la revision por el patdlogo, que define la marcacion de lamina y
eleccién de bloque de parafina, se realizaran los pasos de desparafinacion por
medio de bateria de alcoholes.

11.4 Extraccion de acidos nucléicos:

-—.._Plasma/ liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccién de acidos
nuelgjcos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccign de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la prepgracion de los controles internos; al final de la corrida los productos
ci)/t,em 0s, asi como los controles internos son guardados a -20°C hasta la siguiente
s-——actividad.
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TEEP: se realiza la desparafinacién por medio de bateria de alcoholes: xilol y
etanol, en posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccion de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de acido nucléico viral,

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
obtendra pellet de &cido nucléico viral.

11.5 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucion premezclada) incluido en el kit PCR en
tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de hepatitis B (IVD), los productos
de esta reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el
equipo de PCR en tiempo real, donde se irdn evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “Ul/mL” por medio de férmula
definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica para
poder ser correlacionados con los resultados previos (2).

11.7 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.
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Xlli. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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de Documentos Normativos en el

ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
ELABORACION ELABORACIO,N
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°

001-2019-INEN/DICON-DNCC

“Lineamientos para la elaboracion
M.C. Pamela Mora

01 1-8 Instituto Nacional de 11122019 Alferez

(Resolucion  Jefatural N° 276-

2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y CUANTIFICACION

VIRAL DE HEPATITIS C

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacion viral de Hepatitis C.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88299.12
Codigo Tarifario INEN: 210739

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de deteccién y
cuantificacion viral de Hepatitis C, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional
de Geneética y Biologia Molecular, 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccidn de acidos nucléicos,
amplificacion, 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.

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.

Meédico Oncdlogo / Cirujano de los Departamentos de Oncologia Médica/ Pediatrica y
Departamentos de la Direccion de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
medula 6sea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencion de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

Médico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

DEFINICION DE TERMINOS

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

Puncion de Médula Osea: Prueba meédica minimamente invasiva que permite extraer
upa pequeria cantidad de médula 6sea en forma liquida para su analisis.

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




PNT.DNCC. INEN.043. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION Y CUANTIFICACION VIRAL DE HEPATITIS C V.01

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

VL

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 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.

Liquido Orgénico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualquier cambio en este
puede afectar la funcién celular.

Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.

Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.

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

Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacidon genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucledtido.

Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de células, estd formado por agua, proteinas, glicidos y lipidos
mayoritariamente.

ARN Viral: Sigla de acido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcion de mensajero de la informacion genética en virus.

ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacion que consiste
en la amplificaciéon IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de Determinacién de la carga viral de Hepatitis C en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autdlogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccion previa y otros (1).

EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase I

- Centrifuga para tubos

- Computadora

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo

Equipo de extraccion de acidos nucleicos
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- Equipo para determinacion de PCR en tiempo real
- Espectrofotémetro
- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg.
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Lectora de codigo de barras
- Microcentrifuga refrigerada
- Microtomo de rotacién
- Monitorplano de 20 In
- Purificador vertical de metal
{ e \, - Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
i\ /}‘/K ,‘;’;: - Teclado alfanumérico
- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 uL
- Micropipeta volumen variable 100 ulL - 1000 ulL
7.3 Mobiliario
- Coche metdlico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VIlIl. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algododn hidrofilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m

gl antibacterial para manos x 1 L aprox.
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- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papel toalla x 300 m

- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresién para Xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Mandilén descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccion de Acido Nucleicos

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Gorro descartable Unisex X 100 U

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul X 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U

- Tubo de polipropileno, fondo conico estéril x 15 mL

5° Actividad: Amplificacién

- Kit PCR en tiempo real para deteccién y cuantificacion viral de hepatitis C (lvd) x
. 24 determinaciones.

- "Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U

Tip$ con filtro 1000 Ul x 96 U

Fips estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96 U
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- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
6° Actividad: Analisis de resultado

7° Actividad: Elaboracidon y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

S 9.1. Servicios Técnicos:
\ (\%Afki / Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
s - Equipos Biomédicos

- Equipos de aire acondicionado
- Equipos Eléctricos

9.2, Servicios Publicos:
- Agua

- lLuz

- Teléfono

X. MUESTRA

10.1. Obtencién 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.

- Medula ¢sea: 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.

- Liquidos organicos: 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.

- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

- Tejido embebido en parafina (TEEP). se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirargica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos nucléicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico viral.
10.3. Recipiente:

- Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

o N Meédula ¢sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

-} Liquidos organicos: tubo estéril de 3 cc.

) Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000

Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
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10.4. Conservacion y manejo:

- Sangre venosa/médula 6sea: 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 24 hrs.

- Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (2) y protocolos propios del area
de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

. “ﬁ‘\\ 11.1 Toma de muestra:
\ // Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
N N Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Meédula oOsea: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento
de Oncoiogia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncélogo de los Departamentos de
la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

11.2 Registro de la muestra:

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

11.3 Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica/ médula ésea: 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 disposicién
de inicio de trabajo con la disposicion de tubos de muestras, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

TEEP: posterior a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de
-lamina y eleccion de bloque de parafina, se realizaran los pasos de desparafinacion

o,

porynedio de bateria de alcoholes.

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@ingn.sld.pe




PNT.DNCC. INEN.043. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

DETECCION Y CUANTIFICACION VIRAL DE HEPATITIS C V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

11.4

Extraccion de acidos nucléicos:

Plasma/liquidos orgénicos: proceso realizado por el equipo extraccion de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20 °C hasta la
siguiente actividad.

TEEP: se realiza la desparafinacién por medio de bateria de alcoholes: Xilol y
etanol; en posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido
formolado y/o parafinado y método de extraccidn de columnas: centrifugacion y
extraccion del sobrenadante se obtendra un pellet de 4cido nucléico viral.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacién y extraccion de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucléico viral.

Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (soluciéon premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccion y cuantificacion viral de hepatitis C (IVD), los productos
de esta reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el
equipo de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “Ul/mL” por medio de formula
definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica para
ser correlacionados con los resultados previos (2).

Elaboracién y entrega de Resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segln evaluacién de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

Il. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Taneja A, Chewning JH, Saad A. Viral infections after allogeneic hematopoietic stem
cell transplant. ADVANCES IN CELL AND GENE THERAPY. 2019:2(2):e43.
2. Halfon P, Bourliere M, Pénaranda G, Khiri H, Ouzan D. Real-Time PCR Assays for
Hepatitis C Virus (HCV) RNA Quantitation Are Adequate for Clinical Management of
Patients with Chronic HCV Infection. J Clin Microbiol. julio de 2006;44(7):2507-11.
lll. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MODECREGIONDE LA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
S de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
P 01 1-8 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
‘5\ Enfermedades Neoplasicas
‘vwl o, (Resolucion  Jefatural N° 276-
SR 2019-J/INEN).
\‘x, ,\,\\.\ M’// b

<
soomas ™
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION Y CUANTIFICACION
VIRAL DE HERPES VIRUS 6

I.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccion y cuantificacion viral de Herpes Virus 6.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 87533.09
- Codigo Tarifario INEN: 210750

: /Wb %Il ALCANCE
\\\/} i El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de deteccién y
N cuantificacion viral de Herpes Virus 6, en el area de Biologia Molecular del Equipo
e Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién de acidos nucléicos,
amplificacion, 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.

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 Oncologo/Cirujano de los Departamentos de Oncologia Médica/ Pediatrica y
Departamentos de la Direccién de Cirugia: se encargan de la toma de muestra de
medula 6sea, tejido fresco por medio de biopsias u obtencion de liquidos organicos
(liquido cefalorraquideo, orina u otros liquidos organicos).

Médico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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 Osea: Prueba médica minimamente invasiva gue permite extraer
\u)na pequena cantidad de médula ¢sea en forma liquida para su analisis.
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- 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 (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.

- Liguido Orgénico: Es esencial para el medio interno y externo de las células sanas.
Contiene agua y sustancias disueltas como electrolitos. Cualguier cambio en este
puede afectar la funcion celular.

- Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

- Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.

- Desparafinacién: Eliminacion de la parafina de un tejido fresco.

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

- Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o mondmero, denominado
Nucleodtido.

- Plasma: Parte liquida de la sangre, linfa, liquido intersticial y cefalorraquideo
desprovisto de ceélulas, estd formado por agua, proteinas, glicidos y lipidos
mayoritariamente.

- ARN Viral: Sigla de &cido ribonucleico, acido nucleico que participa en la sintesis de
las proteinas y realiza la funcion de mensajero de la informacion genética en virus.

- ADN Viral: Sigla de acido desoxirribonucleico, proteinas complejas que se encuentra
en el nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material genético
de los virus.

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de amplificacién que consiste
en la amplificacion IN VITRO de un fragmento de ADN/ cDNA especifico.
SIGNIFICANCIA CLINICA
Estudio de Determinacién de la carga viral de herpes virus 6 en pacientes en pre y
postransplante de precursores hematopoyéticos (autélogo y alogénico), en pacientes
inmunosuprimidos, en control por infeccion previa y otros (1).
EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase lI
- Centrifuga para tubos
- Computadora
CPU intel core i7-477
Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.

Equipo de extraccion de acidos nucleicos
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- Equipo para determinacion de PCR en tiempo real.
- Espectrofotémetro

- Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de cddigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Purificador vertical de metal

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul. - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ul. - 1000 uL

Mobiliario

- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Méodulo de melanina para computadora

- Mddulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VI, SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:

1° Actividad: Toma de muestra

- Aguja muttiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 In
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
Algodon hidréfilo x 500 g
Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

BENER
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- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de drit manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jaboén germicida liquido con triclosan x 800 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papel toallax 300 m

- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA
2° Actividad: Registro de muestra

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toéner de impresién para xerox cod. Ref. 106r02318 negro
3° Actividad: Procesamiento de muestra

- Bolsa de polipropileno de 72 cm x 51 cm color rojo

- Guante para examen descartable talla M

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Mandilon descartable talla estandar

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Tacho de plastico 25 L aprox.

4° Actividad: Extraccion de Acido Nucleicos

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

- Gorro descartable unisex X 100 U

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL. - 20 uL x 96 U

- Tips con filtro 1000 Ul X 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 U

- Tubo de polipropileno, fondo conico estéril X 15 mL

5° Actividad: Amplificacién

- Kit PCR en tiempo real para deteccion y cuantificacién viral de Herpes 6 (Ivd) x 24
determinaciones.

- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 uL - 20 uL x 96 U
Tips con filtro 1000 Ul x 96 U
Tips estéril con filtro 0.1 UI-10 Ut x 96 U
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- Tips estéril con filtro 20 Ul - 200 Ul x 96 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
6° Actividad: Analisis de resultado

7° Actividad: Elaboracidon y entrega de resultado

- Papel bond 75 g tamario A4

- Toner de impresion para xerox cod. ref. 106r02318 negro

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado

{
o
"{;x\:\f\w / /; - Equipos Eléctricos

9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

5/
X. MUESTRA
10.1. 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.

- Medula Osea: 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
Oncolbgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Liquidos Organicos: 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 Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Tejido Fresco: se realiza por la Departamentos de la Direccién de Cirugia.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos Nucleicos; Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico Viral,
10.3. Recipiente:

- Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Médula ésea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Q.\iquidos organicos: tubo estéril de 3 cc.

Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
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- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacién y manejo:

- Sangre Venosa/Médula Osea: 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 24 hrs.

- Liguidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (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:

Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Médula Osea: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncdlogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

Liquidos organicos: realizada por el Médico Oncologo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncoélogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido fresco: realizado por el Médico Cirujano Oncologo de los Departamentos de
fa Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

11.2 Registro de la muestra:

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

11.3 Procesamiento de la muestra:

Sangre periférica/médula 6sea: proceso pre analitico que considera la linea de
bioseguridad, que implican las medidas previas a separaciéon 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, aqui se incluye el
proceso de separacion de plasma por medio de centrifugacion por 10 min.

Liquidos organicos, tejido fresco: sigue el mismo proceso preanalitico y pasan
directamente a la siguiente actividad.

\\Tﬁgpz Posterior a la revision por el médico patdlogo, que define la marcacion de
Iémiha\ y eleccion de blogue de parafina, se realizaran los pasos de Desparafinacion
por m/efdio de bateria de alcoholes.

-

/
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11.4 Extraccion de acidos nucléicos:

Plasma/liquidos organicos: proceso realizado por el equipo extraccidn de acidos
nucléicos, se realiza por medio del método de columnas con los reactivos de
extraccion de acidos nucléicos virales (incluidos en el KIT IVD de PCR), ademas de
la preparacion de los controles internos; al final de la corrida los productos
obtenidos, asi como los controles internos son guardados a -20 °C hasta la
siguiente actividad.

TEEP: se realiza la Desparafinacion por medio de bateria de alcoholes xilol y etanol;
en posterior por medio del kit para la extraccion de ADN total de tejido formolado y/o
parafinado y método de extraccién de columnas: centrifugacion y extraccion del
sobrenadante se obtendra un pellet de 4acido nucléico viral,

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
- metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
?/&tz ; obtendra pellet de acido nucléico viral.

[
\ \L/ . 115 Amplificacion:

Se utilizan los reactivos del master (solucién premezclada) incluido en el Kit PCR en
tiempo real para deteccién y cuantificacion viral de herpes 6 C (IVD), los productos
de esta reaccion son pasados a viales sensibles a la luz para ser usados en el
equipo de PCR en tiempo real, donde se iran evidenciando las curvas de
amplificacion durante el proceso de la corrida.

Analisis de resuitado:

Se analizan las curvas de amplificacion por medio de los estandares de plasmidos
virales y gen control; el resultado final se expresa en “copias/mL” por medio de
formula definida para el proceso; este valor sera transformado en escala logaritmica
para ser correlacionados con los resultados previos (2).

11.7 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.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION PAGINA

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

01

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucién  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

M.C. Pamela Mora

1-8 Alferez

11/12/2019
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PNT.DNCC. INEN.045. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PANEL DE

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PANEL DE DETECCION DE
GENES DE FUSION PARA SARCOMA EWING

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento del panel de deteccion de genes de fusién para Sarcoma
Ewing por PCR en tiempo real y PCR convencional.

I. IDENTIFICACION DEL CPMS
| - Codigo CPMS (MINSA): 88299.35
e 1 - Codigo Tarifario INEN: 210769

“Il. ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de panel de deteccion
de genes de fusion para Sarcoma Ewing, en el drea de Biologia Molecular del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular, desde su recepcidén 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién y cuantificacion de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacion, preparacion de geles,
andlisis y emision de resultado.

- 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 Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Medico Cirujano de los Departamentos de la Direccion de Cirugia: realiza la toma de
muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica) previa coordinacién con el
Departamento de Patologia Clinica.

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.

——_ Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

- %jido parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural

- Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido embebido en parafina.

e
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Vi

- 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 gue 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.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de deteccion de genes de fusion para Sarcoma Ewing en pacientes con estudios
anatomopatol6gicos con caracteristicas de células redondas para confirmar sospecha
diagndstica; en algunos casos puede definir pronéstico y manejo (1).

EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
Camara de flujo laminar, clase ||

Centrifuga para tubos

Computadora

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Equipo de extraccidon de acidos nucleicos

Equipo para determinacion de PCR en tiempo real.
Espectrofotdmetro

Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg.

Impresora Iaser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de codigo de barras

Microcentrifuga refrigerada

Microtomo de rotacion

Monitor plano de 20 In

Purificador vertical de metal

. ~

efrigeradora de 02 puertas, color blanco
/)eclado alfanumérico

Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.
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7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 ul - 10 ulL
- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 ulL
- Micropipeta volumen variable 100 ul - 1000 uL
7.3 Mobiliario
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina
- Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

ST - Médulo para computadora enchapado en melamine
BT Y

N f\\ /ﬁL“ / " - Silla de escritorio giratoria rodante

\\“/ - Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Insumos y material:

- Agua para PCR x 500 mL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

Buffer tris acetato - EDTA 10x x 1 L

Calibrador para ARN para fluorometro qubit x 100 determinaciones
Colorante para &cidos nucléicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 uL
Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50
Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones

Gen ews-fli1 tipo 1y 2

e Primer ews f: 5-ccaagtcaatatagccaacag-3 x 1000 determinaciones
e Primer fli1 r. 5-ggccagaattcatgttattgc-3 x 1000 determinaciones

 Sonda ews/fli1 tipo 1 fam-acgggcagcagal/acceticttat-tamra  x 1000
determinaciones

+ Sonda ews/fliln tippo 2 fam-acgggcagcaga/gttcactgct-tamra  x 1000
determinaciones

~.» Control positivo del gen de fusion ewsr/fli-1 tipo 1 x 100 uL
« ) Control positivo del gen de fusion ewsr/fli-1 tipo 2 x 100 uL

Gen referencia mrpl19
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e Primer mrpl19 f: 5'-ggaagaggacttggagctact-3' x 1000 determinaciones

* Primer mrpl19 r: 5'-tcctggacccgaggattat-3' x 1000 determinaciones

* Sonda mrpl19 fam-tcgaaggacaaggtgtcgagatttg-tamra x 1000 determinaciones
- Gen ews-erg

* Primer ews f: 5-ccaagtcaatatagccaacag-3 x 1000 determinaciones

e Primer erg r: 5-tccaggaggaactgccaaag-3 x 1000 determinaciones

» Control positivo del gen de fusion ewsr/erg x 100 uL

- Gen ews-etv1

/ \“ » Primer ews/etv1 f. 5-acagccaagctccaagte-3 x 1000 determinaciones
o EZJ;/ * Primer ews/etv1 r: 5-tgtgggtccttcccgatac-3 x 1000 determinaciones
\\\\ﬁ/ » Control positivo del gen de fusién ewsr/etv1 x 100 uL

- Gen ews-etv4
e Primer ews/etv4 f: 5-tcctacagccaagctec-3 x 1000 determinaciones
« Primer ews/etv4 r: 5-gagaagccctetgtgtgg-3 x 1000 determinaciones
» Control positivo del gen de fusidon ewsr/etv4 x 100 ulL

- Gen ews-fev
e Primer ews/fev f: 5-tggtggacccatggatgaag-3 x 1000 determinaciones
» Primer ews/fev r: 5-tcgggttcttccegtecttg-3 x 1000 determinaciones
s Controi positivo del gen de fusién ewsr/fev x 100 uL

- Guante para examen descartable talla M

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Kit enzima hot star taq polimerasa x 250 U con buffer y mgc12

- Kit para la extraccién de ARN total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones

- Mandilon descartable talla M

- Marcador de peso molecular (100 pb ladder) x 250 uL
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Papel bond 75 g tamario A4

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Placa de 96 pocillos color blanco para equipo para prueba pcr en tiempo real
cobas 4800 x 50

- Plumoén de tinta indeleble punta fina
- Puntera (tips) estéril con filtro 2 uL - 20 UL x 96 U

-~ Solucion premezclada para PCR tiempo real concentracion 2x x 200
Y “*\d\eterminaciones

- T;\ ho de plastico 25 L aprox.
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- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

- Tips 0.5 uL -10 uL x 500 papel bond 75 g tamafio A4

- Toner de impresion para Xerox cod. ref. 106r02318 negro

- Tubo de polipropileno 200 ul para pcr con tapa plana x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ulL con tapa x 1000 U
- Xilolgp. X1L

- IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:

- Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos

- Equipos de Aire Acondicionado

- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono

.£| MUESTRA
/ 10.1. Obtencién de la muestra:
- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:

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

10.3. Recipiente:

- Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacién y manejo:

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

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

e
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11.1 Toma de muestra:

Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico Cirujano
Oncologo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

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

S medidas previas al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo Il, limpieza de

de bloque de parafina e ingresa al proceso de desparafinacion por medio de bateria

N camara de flujo laminar y disposicion de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
v fij = pasa directamente a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior
\/ a la revision por el Médico Patélogo, que define la marcacion de lamina y eleccién

de alcoholes (Xilol).
Extraccion y cuantificacion de ARN:

Por medio del kit para la extraccién de ARN total de tejido formolado y/o parafinado
y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucleico (ARN).

Cuantificacion: se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorometro y
posterior medicion en el espectrofotémetro, se espera que el valor este por encima
de 100 ng/ulL.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

El ARN purificado, obtenido en la actividad previa, son transformados a ADN
complementario por medio kit de enzima transcriptasa reversa y un ciclo de
activacion en el termociclador.

- Primera Amplificacion:

* PCR en tiempo real: Gen de fusion EWS-FLI1 tipo 1y 2 y gen de referencia
MRLP19: se utiliza la Solucién premezclada para PCR tiempo real que
contiene la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion) y la sonda tagman, ademas de los primers
del gen de fusion especifica y gen de referencia el producto final es llevado
en una placa transparente de 96 pocillos al equipo termociclador en tiempo
real donde se irdn evidenciando las curvas de amplificacion.

e PCR convencional: Genes de fusion EWS/ERG, EWS/ETV1, EWS/ETV4,
EWS/FEV y gen de referencia MRLP19: se usan primers especificos para
los genes de fusion y gen de referencia, enzima polimerasa para la
amplificacion (enzima taq hot star DNA polimerasa) y deoxinucleotidos
dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos de calor
en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de las regiones
especificas.
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11.6 Preparacion de Gel:

En el caso de los genes de fusidon obtenidos por PCR convencional, 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).

11.7 Analisis de resultado:

* PCR tiempo real: se analizan las curvas de amplificacién para definir la
presencia de la expresion génica, se considera el umbral de amplificacion (Ct)
de 35 ciclos; si la curva amplifica con un Ct < 35 ciclos se considera positivo
para la presencia de la fusion génica. El resultado final se expresa como
detectado o no detectado segun bibliografia (2) y protocolos internos.

« PCR convencional: el analisis del gel se realiza posterior a la corrida

// electroforética y visualizacion en equipo de luz UV (luminémetro) para definir la
L Mi}o/ ‘ presencia del gen de fusién (bandas de peso molecular especificos para los
\ e genes: EWS/ERG: 154 pb, EWS/ETV1: 98 pb, EWS/ETV4: 104 pb, EWS/FEV:

RS i 80 pb) segun bibliografia (2) y protocolos internos.
11.8 Elaboracion y entrega de Resultado:

El bidlogo encargado de la prueba, elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
resultado sera validado segln evaluacién de datos clinicos, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Taneja A, Chewning JH, Saad A. Viral infections after allogeneic hematopoietic stem
cell transplant. ADVANCES IN CELL AND GENE THERAPY. 2019;2(2):e43.

2. Halfon P, Bourliere M, Pénaranda G, Khiri H, Quzan D. Real-Time PCR Assays for
Hepatitis C Virus (HCV) RNA Quantitation Are Adequate for Clinical Management of
Patients with Chronic HCV Infection. J Clin Microbiol. julio de 2006;44(7):2507-11.
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ANEXO N°1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MO DE LS ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°

001-2019-INEN/DICON-DNCC

“Lineamientos para la elaboracion

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora

1-8 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion  Jefatural N° 276-

2019-J/INEN).

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

DA~ Q



PNT.DNCC. INEN.046. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE GENES DE FUSION PARA RABDOMIOSARCOMA V.01

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

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE GENES DE FUSION
PARA RABDOMIOSARCOMA

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de genes de fusién para rabdomiosarcoma en
tiempo real.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.36

{\‘%’?{/ - Cédigo Tarifario INEN: 210770
\, A
ST 1L ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para para la Deteccidén de genes de fusion
para rabdomiosarcoma, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN,

Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacion, preparacion de geles,
analisis y emision de resultado.

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 Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirargica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

Medico Cirujano de los Departamentos de la Direccién de Cirugia: realiza la toma de
muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica) previa coordinacién con el
Departamento de Patologia Clinica.

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.

Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido v fijado en parafina
ara su conservacion estructural

D%rafinacién: Eliminacion de la parafina de un tejido embebido en parafina.

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

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

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un acido nucleico gue 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 gque ayuda al ADN en las funciones
de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

/ é/ - ADN complementario (cDNA): Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
%%gﬁ / cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
\ \ ey 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 deteccion de genes de fusion para rabdomiosarcoma en pacientes con
estudios anatomopatoldgicos con caracteristicas de células redondas para confirmar
sospecha diagnostica; en algunos casos puede definir pronostico y manejo (1).
EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecéanico, informatico)

Balanza pequefia digital

Camara de electroforesis horizontal

Camara de flujo laminar, clase II

Céamara fotografica digital

Centrifuga para tubos

Computadora

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo
Espectrofotémetro

Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

Impresora de cédigo de barras térmicas 102 mm/seg.

Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de cédigo de barras

Microcentrifuga refrigerada

Microtomo de rotacion

M‘o;itor plano de 20 In
_Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

Teclado alfanumérico
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- Vortex genie 2 Mixer, color blanco humo.
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
7.3 Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Médulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero:

VIli. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Agua para PCR x 500 mL

Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L
Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L
Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo
Calibrador para ARN para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
Control positivo del gen de fusion pax3/fkhr x 100 uL
Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50
Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)
Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones
Gen mrpl19
Gen pax3-fkhr
Guante para examen descartable talla m
Jabén germicida liquido x 800 mL

Kit para la extraccion de ARN total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones

Mandilon descartable tatla M

R

Pap,eﬂ toalla de hojas separadas x 200 hojas
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- Placa de 96 pocillos color blanco para equipo para prueba PCR en tiempo real
cobas 4800 x 50

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Primer fkhr r: §'-tgaacttgctgtgtagggacag-3' x 1000 determinaciones

- Primer mrpl19 f: 5'-ggaagaggacttggagctact-3' x 1000 determinaciones
- Primer mrpl19 r: 5'-tcctggacccgaggattat-3' x 1000 determinaciones

- Primer pax3 f: 5-cagacagcagctctgectac-3 x 1000 determinaciones

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

- Solucion premezclada para per tiempo real concentracion 2x x 200
determinaciones

- Sonda mrpl19 fam-tcgaaggacaaggtgtcgagatttg-tamra x 1000 determinaciones
- Sonda pax3/fkhr fam-cctctcacctcag/aattcaattcgtca-tamra x 1000 determinaciones
- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Tips con filiro 1000 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 ul. - 10 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 20 ulL - 200 uL. x 96 U

- Toner de Impresién para Xerox cod. ref. 106R02318 Negro

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

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500

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

- Xilolg.p.x4L

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- [Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eleéctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA
.1:-.Obtencién de la muestra:

Téj" o fresco: se realiza por los Departamentos de Cirugia.
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- Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), 4cido desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente:
- Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina
P 10.4. Conservacién y manejo:

4 N
. )j;l\? : - Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente

~—"-.XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por Tracey 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:

Tejido fresco: muestra tomada en proceso realizado por el Médico Cirujano
Oncdlogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirirgica y Necropsia.

11.2 Registro de la muestra:

A%ﬁ

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

ot matividag«

R

11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo I, limpieza de
camara de flujo laminar y disposicion de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
pasa directamente a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior
a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de lamina y eleccién
de bloque de parafina e ingresa al proceso de desparafinacion por medio de bateria
de alcoholes (Xilol).

(7
Yoo,

RO
=)

11.4 Extraccion y cuantificacién de ARN:

Por medio del kit para la extraccion de ARN total de tejido formolado y/o parafinado
y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccién de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el &cido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucleico (ARN).

Cuantificaciéon: se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y
posterior medicion en el espectrofotometro, se espera que el valor este por encima
de 100.ng/uL.

)

—
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11.5 Transformacién de ARN en molécula de cADN:

El' ARN purificado, obtenido en la actividad previa, es transformado a ADN
complementario por medio kit de enzima transcriptasa reversa y un ciclo de
activacion en el termociclador.

11.6 Primera amplificacién:

Se utiliza la solucién premezclada para PCR tiempo real que contiene la master mix
necesaria para el proceso (que incluye la enzima polimerasa para la amplificacion) y
la sonda tagman, ademas de los primers de los genes de fusion PAX/FKHR,
PAX7/FKHR y gen de referencia MRLP19, 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.

11.7 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion para definir la presencia de la expresion
génica, se considera el umbral de amplificacién (Ct) de 35 ciclos; si la curva
amplifica con un Ct < 35 ciclos se considera positivo para la presencia de la fusion
geénica. El resultado final se expresa como detectado o no detectado segun
bibliografia (2) y protocolos internos.

11.8 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. Meleth, Sreeletha, Nedra Whitehead, Tammeka Swinson Evans, and Linda Lux.
Genetic Testing in the Diagnosis of Ewing Sarcoma. Agency for Healthcare
Research and Quality (US), 2013.

2. Tracey BL, Cheryl MC, Philip SB. Differentiating Ewing's sarcoma from other round
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Xiil. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°

. // B 001-2019-INEN/DICON-DNCC
: [ ko Y “Lineamientos para la elaboracién
T S de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
v\ ;
\\ o / ] o1 17 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
N Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 278-
2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE GENES DE FUSION

PARA SARCOMA SINOVIAL

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de genes de fusion para sarcoma sinovial por
PCR convencional.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 88299.37
- Codigo Tarifario INEN: 210771

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de deteccion de genes
de funcion para sarcoma sinovial, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional
de Genética y Biologia Molecular, 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 Direccidén 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 en el SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion y cuantificacion de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacion, preparacion de geles,
analisis y emision de resultado.

- 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 Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacién de la zona de estudio, asi como elegir el blogue de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Medico Cirujano de los Departamentos de la Direccion de Cirugia: realiza la toma de
muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirlrgica) previa coordinacion con el
Departamento de Patologia Clinica.

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.

- Tejido fresco: Seccién de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
ara su conservacion estructural

/Desparaﬁnacién: Eliminacion de la parafina de un tejido embebido en parafina.
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Pellet: Pequefias porciones de material aglomerado o comprimido, en este caso de
acidos nucleicos.

Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimerc 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 desarrolio 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
microscépicos gue causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de deteccion de genes de fusion para sarcoma sinovial en pacientes con estudios
anatomopatologicos con caracteristicas de células redondas para confirmar sospecha
diagnostica; en algunos casos puede definir pronéstico y manejo (1).

EQUIPAMIENTO

Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Céamara de flujo laminar, clase Il

- Camara fotografica digital

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- CPU intel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo.
- Espectrofotdmetro

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg.

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de cédigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacién

- Monitor plano de 20 In

™. Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

e
- Téclado alfanumérico

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
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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
7.3 Mobiliario
- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal
- Estante de melanina
- Mesa de metal
- Modulo de melanina para computadora
- Modulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante
- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

VIil. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Agua para PCR x 500 mL
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L
- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul
- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 ¢cm color rojo
- Buffer tris acetato - EDTA 10xx 1L
- Calibrador para arn para fluorémetro qubit x 100 determinaciones
- Colorante para acidos nucléicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 uL
- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacion x 50
- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 mm (kit)
- Enzima transcriptasa reversa x 200 determinaciones
- Guante para examen descartable talla M
- Jabén germicida liquido x 800 mL
- Kit enzima hot star taq polimerasa x 250 U con buffer y mgc12

- Kit para la extraccién de arn total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones

- Mandilén descartable talla M
- Marcador de peso molecular (100pb ladder) x 250 uL

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
\\—\Papel bond 75 g tamario A4
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- Plumoén de tinta indeleble punta fina
- Puntera (tips) estéril con filtro2 uL - 20 uL x 96 U
- Syt-ssx1, syt-ssx2:
o Primer syt f: 5'-ccagcagaggccttatggata-3' x 1000 determinaciones
o Primer ssx2 r: 5'-gcacttectcecgaateatttect-3' x 1000 determinaciones
o Primer ssx1 r: 5'-acactcccttcgaateatittcg-3' x 1000 determinaciones
o Control positivo del gen de fusion syt/ssx1 x 100 uL
o Control positivo del gen de fusion syt/ssx2 x 100 uL
yyyyy - Tacho de plastico 25 L aprox.
- Tips 0.5 uL -10 uL x 500 U
- Tips con filtro 1000 ul x 96
- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10uL x 96 U
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U
- Toner de Impresion para Xerox cod. ref. 106R02318 Negro
- Tubo de polipropileno 200 uL para pcr con tapa plana x 1000 U

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 U
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 U
- Xilolg.p.x1L

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Electricos

9.2. Servicios Publicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA

10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

- Tejido embebido en parafina (TEEP). se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirurgica y Necropsia del del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:

% T™_Acidos nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), &cido desoxirribonucleico
omplementario (CADN).
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Xl.

10.3.

10.4.

Recipiente:

Tejido fresco: rasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
Tejido embebido en parafina (TEEP): blogue de parafina.
Conservacion y manejo:

Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por tracey 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:

Tejido fresco: muestra obtenida por proceso realizado por el Médico Cirujano
Oncologo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirurgica y Necropsia.

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genetica 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 al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo Il, limpieza de
camara de flujo laminar y disposicion de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
pasa directamente a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior
a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de lamina y eleccion
de bloque de parafina e ingresa al proceso de Desparafinacion por medio de bateria
de alcoholes (Xilol).

Extraccién y cuantificacion de ARN:

Por medio del kit para la extraccién de ARN total de tejido formolado y/o parafinado
y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ARN), el cual sera resuspendido
con agua de grado molecular.

Tejido fresco: se utiliza un tissue lisis buffer y proteinasa K, por medio de
metodologia de columnas: centrifugacién y extraccién de sobrenandante se
obtendra pellet de acido nucleico (ARN).

Cuantificacion: se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y
posterior medicion en el espectrofotometro, se espera que el valor este por encima
de 100 ng/ul.

Transformacion de ARN en molécula de cADN:

El ARN purificado, obtenido en la actividad previa, son transformados a ADN
complementario por medio kit de enzima transcriptasa reversa y un ciclo de
activacion en el termociclador.

Primera amplificacion:

Se usan primers especificos para los genes de fusion SYT/SSX1 y SYT/SSX2 y
enzima polimerasa para la amplificacién (enzima taq hot star DNA polimerasa) y
deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos
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de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de las regiones
especificas.

11.7 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 fusién (bandas
de peso molecular especificos para los genes estudiados: SYT/SSX1: 77 pb,
SYT/SSX2: 77 pb) segun bibliografia (2) y protocolos internos.

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.
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Xlil. ANEXO

- Anexo N° 1. Control de cambios y mejoras.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE MUTACION DEL GEN BRAF V600E

. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Mutacién del gen BRAF VB00E por PCR en tiempo real
IVD.
. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cddigo CPMS (MINSA): 81210
- Codigo Tarifario INEN: 210742

> = M. ALCANCE
{' Wt ‘; El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Mutacién del gen
U\ = ) BRAF V600E, en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y
Nl / , Biologia Molecular, 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
Diagnostico 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 en el SISINEN.

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

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 patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revisién de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

Médico cirujano de los Departamentos de la Direccién de Cirugia: realiza la toma de
muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirdrgica) previa coordinacién con el
Departamento de Patologia Clinica.

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.

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.

Tejido Fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

,

Solucién Salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sodico que es isotonica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
5 FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MODIE AN DE LA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
01 -7 Instituto Nacional de 111212019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

n’\alividad

"

Of
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Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural

Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido embebido en parafina.

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

Acido Nucléico: Biomolécula portadora de la informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, 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 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
microscépicos que causan enfermedades.

PCR en Tiempo Real por KIT IVD: Conjunto de componentes reactivos que se
empaquetan juntos y se destinan a ser utilizados para realizar un examen VD
especifico. Incluyen: calibradores y/o materiales de control como asi otros articulos y
materiales.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de la mutacién VB0OE del gen BRAF para determinacion de pronéstico en cancer
de tiroides y cancer de colon, asi como el uso de terapias target como los inhibidores
BRAF y otros en melanoma, céncer de colon, etc. (1).

EQUIPAMIENTO

71

Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Balanza pequefia digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Camara de flujo laminar, clase Il

- Camara fotografica digital

Centrifuga para tubos

Computadora

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Espectrofotometro

-.... Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
Iﬁ‘ﬁ\yﬁur*éso,_r‘a de codigo de barras térmicas 102 mm/seg
Impresoréx‘lé‘:;,er blanco y negro 52 Ppm

Lectora de gédigo de barras
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7.2

Microcentrifuga refrigerada

Microtomo de rotacién

Monitor plano de 20 In

Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
Teclado alfanumérico

Vortex genie 2 Mixer, color blanco humo.

Instrumentales

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

Mobiliario

Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal
Estante de melanina

Mesa de metal

Modulo de melanina para computadora

Modulo para computadora enchapado en melamine

Silla de escritorio giratoria rodante

Silla fija de metal con brazos

Silla giratoria de metal tipo cajero

1} SUMINISTROS

Insumos y material:

Aguja hipodérmica descartable N° 25 g x 5/8 in

Aguja maltiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 in
Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

Algododn hidréfilo x 500 g

Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro
determinaciones

Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacion x 50
Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Goyro descartable de enfermera

qubit x 100
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9.1.

1

1

!

1

Guante para examen descartable talla S

Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
Guardapolvo de dril manga larga para dama talla S
Jabon germicida liquido con triclosan x 800 ml

Kit de extraccién de acidos nucléicos a partir de muestra incluida en parafina x 24
determinaciones

Lentes protectores de policarbonato
Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
Mascarilla descartable tipo N-95

Pantaién dril unisex talla M color celeste
Pantalén dril unisex talla S color celeste
Papel bond 75 g tamaiio A4

Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
Papel toalla x 300 m

Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba per en tiempo real
lightcycler 480 x 50 negro

Plumon de tinta indeleble punta fina

Sistema de deteccion de mutaciones del gen braf x 24 determinaciones
Tips con filtro 1000 uL x 96 U

Tips con filtro 200 UL x 96 U

Tips esteril con filtro 0.5 uL - 10 uL (maxima recuperacién) x 96 uni/rack
Toner de impresion para Xerox cod. ref. 106r02318 negro

Tubo plastico 3 mi para extraccién al vacio con EDTA

Xilolgp. X1L

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

Equipos Biomédicos
Equipos de Aire Acondicionado
Equipos Eléctricos

. Servicios Publicos:

Agua
Luz

Teléfono

btencion de la muestra:

ejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.
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10.2.

10.3.

10.4.

Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirirgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

Sistema biolégico:

Acidos Nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN).

Recipiente:

Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
Conservacion y manejo:

Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en la bibliografia actual (2) y protocolos propios del area
de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1

11.2

11.3

11.5

Toma de muestra;

Tejido fresco: muestra obtenida por proceso realizado por el Médico Cirujano
Oncologo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

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 al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo Hl, limpieza de
camara de flujo laminar y disposicion de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
pasa directament a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior a
la revision por el médico patélogo, que define la marcacién de lamina y eleccion de
bloque de parafina e ingresa al proceso de desparafinacion por medio de bateria de
alcoholes (Xilol).

Extraccién y cuantificacién de ARN:

Por medio del kit para la kit de extraccion de acidos nucleicos a partir de muestra
incluida en parafina y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccién de
sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
sera resuspendido con 70ul de buffer de elucion; luego es necesario definir la
cantidad de acido nucleico (ADN) cuantificacion que se realiza por medio del
Calibrador de ADN de doble cadena para fluorémetro y posterior medicién en el
espectofotdmetro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/ul.

Amplificacién:

Se verifica que la cuantificacién de ADN sea > de 5 ng/uL para un volumen de 35 ul
el cual se procesa por medio del sistema de deteccion de mutaciones del gen BRAF
que contiene la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima

olimerasa para la amplificacién) y la sonda tagman, ademas de los primers de la
fegion especifica; el producto final es llevado en una placa transparente de 96
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pocillos para equipo para prueba PCR en tiempo real al termociclador en tiempo real
donde se iran evidenciando las curvas de deteccion.

11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion para definir la presencia de la expresion
génica, se considera el umbral de amplificacion (Ct) de 35 ciclos: si la curva
amplifica con un Ct < 35 ciclos se considera positivo para la presencia de la fusion
geénica. El resultado final se expresa como detectado o no detectado segtin
bibliografia (2) y protocolos internos.

»?Z»w;...._,, 11.7 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, resultados previos y de

e otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo visualizar dichos
T resultados en el SISINEN.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

VERSION

PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y MEJORA

FECHA DE
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

11/12/2019

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE MUTACION DEL GEN EGFR
(EXONES 18,19,20 Y 21)

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de mutacion del del gen EGFR (exones 18, 19, 20 Y 21) por
PCR en tiempo real IVD.

ll. IDENTIFICACION DEL CPMS
o - Codigo CPMS (MINSA): 81235
S - Cédigo Tarifario INEN: 210743

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Mutacion del gen
EGFR (exones 18, 19, 20 Y 21), en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, 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 vy Biologia
Molecular del Departamento de Patologia de la Direccion 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 resultado y valida los resultados en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccidn y cuantificacion de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacién, preparacion de geles,
analisis y emision de resultado.

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 Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como elegir el bloque de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

Médico Cirujano/ Cirujano Oncologo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia:
toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirlrgica) previa coordinacién con el
Departamento de Patologia Clinica.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

Paa 1



PNT.DNCC.INEN.050. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE MUTACION DEL
GEN EGFR (EXONES 18,19,20 Y 21) V. 01

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

- 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.

- Desparafinacion: Eliminacién de la parafina de un tejido embebido en parafina.

- 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.

- PCR en tiempo real por KIT IVD: Conjunto de componentes reactivos que se
empaquetan juntos y se destinan a ser utilizados para realizar un examen IVD
especifico. Incluyen: calibradores y/o materiales de control como asi otros articulos y
materiales.

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

bl ”l/{‘} . - Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de laboratorio que consiste en la
NN / amplificacion de un fragmento de ADN/CADN especifico para identificar gérmenes
Sl microscopicos que causan enfermedades.

- Solucién Salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sédico que es isotdnica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

- Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

- Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de mutaciones del gen EGFR (exones 18, 19, 20, 21: delecién exén 19, L858R,
T790M, G719A, G719S, L861Q entre otros) para determinacion de prondstico y como
factor predictivo de respuesta al tratamiento con inhibidores de la tirosinquinasa (TKI) en
| pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias y otras neoplasias (1)2).
EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

Camara de flujo laminar, clase 1l

Centrifuga para tubos

Computadora

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Espectrofotdmetro

Impresora de cddigo de barras térmicas 102mm/seg.
Impresora l&ser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de cddigo de barras

Microcentrifuga refrigerada

Microtomo de rotacion

Monitor plano de 20 In

Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

Teclado alfanumérico
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- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL -200 ubL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 1000 ul.
7.3 Mobiliario
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

Mv/ - Mesa de metal

- Modulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

" VIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Aguja hipodérmica descartable N° 25 g x 5/8 in

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 in
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

Algodén hidréfilo x 500 g

Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

1

Calibrador para ADN de cadena doble para fluorémetro qubit x 100
determinaciones

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

Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50

i

Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cmx 9.1 m

i

1

Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

Gorro descartable de enfermera

Guante para examen descartable talla S

i

Guardapolvo de dril para caballero manga larga talla S

i

Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
—~.Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

S - Kitde extraccion de &cidos nucléicos a partir de muestra incluida en parafina x 24
detefminaciones

Lentes protectores de policarbonato
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- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Mascarilla descartable tipo N-95

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Papel bond 75 g tamaiio A4

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Papel toalla x 300 m

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba PCR en tiempo real

lightcycler 480 x 50 negro

, / VL - Plumédn de tinta indeleble punta fina
:,‘: Q\ VU /5 : - Sistema de deteccion de mutaciones del gen EGFR x 24 determinaciones
\\”/ - Tips con filtro 1000 uL x 96 U

- Tips con filtro 200 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.5 ul - 10 uL (maxima recuperacion) x 96 uni/rack
- Toner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro '

- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con EDTA

- Xilolg.p.x1L

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencién de la muestra:

- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.
10.2. Sistema biolégico:

complementario (CADN).

..

10.3. “Recipiente:
w«r-.«leji%lo fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): se realiza en el Equipo Funcional de

- Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
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10.4. Conservacién y manejo:

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

Xl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual (3) 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:

Tejido fresco: muestra obtenida por proceso realizado por el Médico Cirujano
Oncdlogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

5 ~\ Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del drea de conservacion del Equipo
A "\ Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia.
IS i\\?ﬁ‘ ol 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.

Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo I, limpieza de
camara de flujo laminar y disposicion de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
pasa directamente a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior
a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de lamina y eleccién
de blogue de parafina e ingresa al proceso de desparafinacion por medio de bateria
de alcoholes (Xilol).

Extraccion y cuantificaciéon de ADN:

Por medio del kit de extraccion de acidos nucleicos a partir de muestra incluida en
parafina y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante
se obtendréa un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual sera
resuspendido con 70 Ul de buffer de elucion; luego es necesario definir la cantidad
de acido nucleico (ADN) cuantificacion que se realiza por medio del calibrador de
ADN de doble cadena para fluorébmetro y posterior medicion en el
espectrofotometro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/ul.

Amplificacion:

Se verifica que la cuantificacion de ADN sea > de 2 ng/uL para un volumen de 90 uL
el cual se procesa por medio del sistema de deteccion de mutaciones del gen EGFR
que contiene la master mix necesaria para el proceso (que incluye la enzima
polimerasa para la amplificacion) y la sonda tagman, ademas de los primers de la
region especifica; el producto final es llevado en una placa transparente de 96
pocillos para equipo para prueba PCR en tiempo real al termociclador en tiempo real
donde se irén evidenciando las curvas de deteccién.

Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion para definir la presencia de la expresion
génica, se considera el umbral de amplificacién (Ct) de 35 ciclos; si la curva
—_amplifica con un Ct < 35 ciclos se considera positivo para la presencia de la fusion
gégica. El resultado final se expresa como detectado o no detectado segun
biblipgrafia (3) y protocolos internos.
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11.7 Elaboracidn 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.
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11 ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE, AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INE/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).

M.C. Pamela Mora

1-7 Alferez

11/12/2019

&

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

DPan 7



PNT.DNCC. INEN.049. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
MUTACION DEL GEN KRAS (CODONES 12, 13, 61) V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE MUTACION DEL GEN KRAS

(CODONES 12, 13, 61)

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de mutacién del gen KRAS (codones 12, 13, 61) por PCR en
tiempo real IVD.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA). 81275
Codigo Tarifario INEN: 210744

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Mutacion del gen
KRAS (codones 12, 13, 61), en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologla Molecular 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 Genetlca 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 en el SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién y cuantificacion de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacion, preparacion de geles,
analisis y emision de resultado.

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 Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia: revision de
laminas para realizar la marcacion de la zona de estudio, asi como eleglr el blogue de
tejido embebido en parafina especificos para estudio.

Meédico Cirujano/ Cirujano Oncdlogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
realiza la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirdrgica) previa
coordinaciéon con el Departamento de Patologia Clinica.

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.

Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinado.

Solucion Salina: Solucion esterilizada de agua y cloruro sédico que es isoténica con la
sangre;-sg usa como medio de transporte de tejido fresco.

Tejido Parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural

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

Paa 1




PNT.DNCC. INEN.049. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
MUTACION DEL GEN KRAS (CODONES 12, 13, 61) V.01

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

- Desparafinacion: Eliminacion de la parafina de un tejido embebido en parafina.

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

- Acido Nucléico: 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 6rganos vivos y
algunos virus; es responsable de su transmision hereditaria.

- Acido Ribonucleico (ARN): Es una macromolécula gue ayuda al ADN en las funciones
de trasmision de genes y sintesis de proteinas.

/a o \I - ADN complementario (¢cDNA): Es una hebra de ADN de doble cadena una de las
\K e cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a

AN 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/cCADN especifico para identificar gérmenes
microscépicos que causan enfermedades.

- PCR en Tiempo Real por KIT IVD: Conjunto de componentes reactivos que se
empaquetan juntos y se destinan a ser utilizados para realizar un examen VD
especifico. Incluyen: calibradores y/o materiales de control como asi otros articulos y
materiales.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de mutaciones del gen KRAS (codones 12, 13 y 61) para la determinacion de
prondstico y como predictor de respuesta al uso de terapias target como los inhibidores del
EGFR en diferentes tipos de cancer, especialmente en cancer colorrectal (1) (2).
EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecénico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase I!

- Centrifuga para tubos

- Computadora

- CPUintel core i7-477

- Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.

- Espectrofotémetro

- Impresora de cédigo de barras térmicas 102mm/seg

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Lectora de codigo de barras

- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacién

Monitor plano de 20 In

?“\-\&?frigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclgdo alfanumérico
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- Teclado keyboard con puerto USB
- Unidad central de proceso-CPU de 3.1GHz
- Vortex genie 2 Mixer, color blanco humo.
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 ulL
- Micropipeta volumen variable 20 ulL -200 uL
- Micropipeta volumen variable 100 ul. — 1000 uL
7.3 Mobiliario
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

S - Estante de melanina

L V,? } - Mesa de metal

¢ /46/ ;

y : - i

,\\\k\/ﬁ, Modulo de melanina para computadora

- Méddulo para computadora enchapado en melamine
- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Insumos y material:

- Aguja hipodérmica descartable n® 25 g x 5/8 in

- Aguja mutltiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1in
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

- Algodon hidrofilo x 500 g

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit x 100
determinaciones

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

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

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50 U
- Esparadrapo antialérgico de papel 25 cmx 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Gorro descartable de enfermera

- Guante para examen descartable talla S

= uardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
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- Jabbn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Kit de extraccion de acidos nucléicos a partir de muestra incluida en parafina x 24
determinaciones

- Lentes protectores de policarbonato
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Mascarilla descartable tipo N-95
- Pantalén drif unisex talla M color celeste
- Pantalon dril unisex talla S color celeste
- Papel bond 75 g tamario A4
A - Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

VV/ - Papel toalla x 300 m

- Placa transparente de 96 pocillos para equipo para prueba PCR en tiempo real
lightcycler 480 x 50 negro

- Plumén de tinta indeleble punta fina

- Sistema de deteccion de mutaciones del gen kras x 24 determinaciones
- Tips con filtro 1000 uL. x 96 U

- Tips con filtro 200 uL x 96 U

- Tips esteril con filtro 0.5 uL - 10 uL (maxima recuperacion) x 96 uni/rack
- Toner de impresion para xerox cod. Ref. 106r02318 negro

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con edta

- Xilolg.p.x1L

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Electricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

" X. MUESTRA
10.1. Obtencién de la muestra:
- Tejido fresco: se realiza por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

—\Tejido embebido en parafina (TEEP). se realiza en el Equipo Funcional de
Patplogia Quirargica y Necropsia del Departamento de Patologia.
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10.2.

10.3.

10.4.

Sistema bioldgico:

Acidos Nucleicos: Acido Ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico
complementario (CADN).

Recipiente:

Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.
Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
Conservacién y manejo:

Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual (3) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

111

11.2

1.3

114

11.5

Toma de muestra:

Tejido fresco: muestra obtenida por proceso realizado por el Médico Cirujano
Oncologo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

Tejido embebido en parafina (TEEP): obtiene del area de conservacion del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.

Registro de la muestra:

Recepcion de muestra por personal administrativo del Equipo Funcional de
Genetica 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 al proceso, en un ambiente con bioseguridad tipo ll, limpieza de
camara de flujo laminar y disposicién de inicio de trabajo, en el caso de tejido fresco
pasa directamente a la siguiente actividad; en el caso de TEEP, se realiza posterior
a la revision por el médico patélogo, que define la marcacion de lamina y eleccién
de bloque de parafina e ingresa al proceso de Desparafinacion por medio de bateria
de alcoholes (Xilol).

Extraccién y cuantificacion de ADN:

Por medio del kit de extraccién de acidos nucleicos a partir de muestra incluida en
parafina y por metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante
se obtendra un pellet que contiene el &cido nucleico (ARN), el cual sera
resuspendido con 70 ul de buffer de elucidn; luego es necesario definir la cantidad
de acido nucleico (ADN) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador de
ADN de doble cadena para fluorébmetro y posterior medicion en el
espectrofotometro, se espera que el valor este por encima de 100 ng/uL.

Amplificacion:

Se verifica que la cuantificacién de ADN sea > de 2 ng/uL para un volumen de 90 uL
el cual se procesa por medio del sistema de deteccion de mutaciones del gen KRAS
que contiene la master mix necesaria para el proceso (que inciuye la enzima

T~polimerasa para la amplificacion) y la sonda tagman, ademas de los primers de la

rgﬁ especifica; el producto final es llevado en una placa transparente de 96
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pocillos para equipo para prueba PCR en tiempo real al termociclador en tiempo real
donde se iran evidenciando las curvas de deteccion.

11.6 Analisis de resultado:

Se analizan las curvas de amplificacion para definir la presencia de la expresion
génica, se considera el umbral de amplificacion (Ct) de 35 ciclos; si la curva
amplifica con un Ct < 35 ciclos se consideran positivo para la presencia de la fusién
génica. El resultado final se expresa como detectado o no detectado segun
bibliografia (2) y protocolos internos.

11.7 Elaboracion y entrega de resultado:

RS El bidlogo encargado de la prueba elaborara el resultado en el SISINEN, dicho
/ v fo | resultado sera validado segun evaluacién de datos clinicos, resultados previos y de
\\/’ otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo visualizar dichos
s resultados en el SISINEN.

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Zhu C-Q, da Cunha Santos G, Ding K, Sakurada A, Cutz J-C, Liu N, et al. Role of
KRAS and EGFR As Biomarkers of Response to Erlotinib in National Cancer
Institute of Canada Clinical Trials Group Study BR.21. J Clin Oncol. 2008;
26(26):4268-75.

Charlton ME, Karlitz JJ, Schlichting JA, Chen VW, Lynch CF. Factors associated
with guideline-recommended KRAS testing in colorectal cancer patients: A
population-based study. Am J Clin Oncol. 2017 Oct; 40(5):498-508.

Sharma A, Zhang G, Aslam S, Yu K, Chee M, Palma JF. Novel Approach for Clinical
Validation of the cobas KRAS Mutation Test in Advanced Colorectal Cancer. Mol
Diagn Ther. 2016; 20 (3):231-40.

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 6



PNT.DNCC. INEN.049. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
MUTACION DEL GEN KRAS (CODONES 12, 13, 61) V.01

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

ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

, FECHA DE AUTORIZA
-~ | VERSION | PAGINA MOy LS ELABORACION ELABORACION
S {ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
;/   A ‘»\\.
(\ Ef’zyt;jo | Se elabora PNT segin DA N°
v \\ // 001-2019-INEN/DICON-DNCC
S el “Lineamientos para la elaboracion
de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
01 17 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion  Jefatural N° 276-

2019-J/INEN}).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES EN
LOS EXONES 8 Y 17 DEL GEN C-KIT

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutaciones de los exones 8 y 17 del gen C-
KIT por secuenciamiento sanger y analisis de fragmentos.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cobdigo CPMS (MINSA): 88299.24
- Cédigo Tarifario INEN: 210763

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de deteccién de
mutaciones de los exones 8 y 17 del gen C-KIT, en el area de Biologia Molecular del
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular, 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:

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

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos de
la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccién y cuantificacién de
ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA, amplificacién, preparacion de geles,
analisis y emisién de resuitado.

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.

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 Oncologo de los Departamentos de Oncologia Médica y Oncologia Pediatrica:
se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de medula 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.

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 Osea: Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequena cantidad de médula 6sea 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 someteria a estudio.
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- 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
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en un
largo tiempo

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

- Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
geneticas 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 trasmision de genes y sintesis de proteinas.

- 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.

- Andlisis de Fragmentos: Analisis del tamafo y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.
SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacién de riesgo (pronéstico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales

\.
/ EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Analizador genético automatizado
- Balanza pequefia digital

- Céamara de electroforesis horizontal
,.\} - Camara de flujo laminar, clase Il

; . - Camara fotografica digital

LA - Centrifuga para tubos

QLTS

()
-

- Computadora

Congeladora de metal, color plomo

CPU intel core i7-477

Equipo aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo.
Espectrofotometro

Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

Impresora de codigo de barras térmicas 102 mm/seg

Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

Lectora de cédigo de barras
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- Microcentrifuga refrigerada

- Microtomo de rotacion

- Monitor plano de 20 In

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Teclado alfanumérico

- Transiluminador

- Vortex genie 2 mixer, color blanco humo.
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL - 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 ul - 200 ulL

- Micropipeta volumen variable 100 uL - 1000 uL
7.3 Mobiliario

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

- Estante de melanina

- Mesa de metal

- Méodulo de melanina para computadora

- Modulo para computadora enchapado en melamine

- Silla de escritorio giratoria rodante

- Silla fija de metal con brazos

- Silla giratoria de metal tipo cajero

Vill. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Aguja mdltiple para extraccién de sangre al vacio 22 g x 1 in
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 1 L

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodén hidréfilo x 500 g

- Boligrafo (lapicero) de tinta seca punta fina color azul

- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro qubit x 100
determinaciones

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

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

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Deoxinucléotidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 mm (kit)
- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm x 9.1 m
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- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big‘dye X 25 mL
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guante para examen descartable talla M

- Guante para examen descartable talla S

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

- Jabodn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Jabon germicida liquido x 800 mL

- Kit de extraccion de ADN gendémico x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v 3.1 x 100 reacciones
- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit para purificacion de productos de reaccidon de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Lentes protectores de policarbonato

- Mandilén descartable talla M

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Microplaca de polipropileno 96 pocilios para analizador genético abi 3500
- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

~ Papel bond 75 g tamario A4

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Papeltoalla x 300 m

- Polimero pop 7 para analizador genético 3500 sachet para 384 muestras
- Primer c-kit exén 17 f. 5'- atggttticttttctcctec-3' x 1000 determinaciones

- Primer c-kit exén 17 r: 5'- tacattatgaaaatcacagg-3' x 1000 determinaciones
- Primer ckit-e8f 5'-gcagcctcaggaaggttgta-3' 50 n

- Primer kit ex8f 5'-fam-gctgaggttttccageacte-3' x 50 nmol

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

- Reactivo para condicionamiento analizador genético 3500

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genetico 3500 x 10 U

- Septa de placa para analizador genético 3500 de 96 pocillos x 20 U

- Solucion tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 U

~ Solucion tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 U

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Tips con filtro 1000 uL x 96 U

- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 U
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- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 U

- Toéner de impresion para xerox cod. ref. 106r02318 negro

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para PCR de 200 ul con tapa x 1000

- Tubo plastico 3 ml para extraccion al vacio con EDTA

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

/m\ 9.1. Servicios Técnicos:
Y {5 & Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
O\ 1/ /o ~ Equipos Biomédicos

~ Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
9.2. Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

2| MUESTRA
10.1. Obtencidén 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 Osea: 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.

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. Conservacién 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 24 hrs.; tiempos mayores
a este periodo se sugiere conservar entre 2 - 8°C.

XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:
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11.1 Toma de muestra:

Sangre venosa: realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

Médula oOsea: realizada por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncologo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

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 Biélogo.

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 disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula dsea.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 ul de sangre total y 0 medula 6sea por medio del kit de
extraccion de ADN gendmico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion
de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
sera resuspendido con Elution buffer, luego es necesario definir la cantidad de 4cido
nucleico (ADN) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para ADN de
doble cadena para fluorémetro y posterior medicién en el espectrofotdmetro, se
espera que el valor este por encima de 600 ng/Ul.

11.5 Amplificacion por PCR:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los exones 8 y 17 del gen C-KIT y por medio de uso de enzima
polimerasa para la amplificacion (Enzima Taq ADN polimerasa termoactivable de
alta fidelidad) y deoxinucleétidos 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.

11.6 Secuenciamiento y anélisis de fragmentos:

Analisis de fragmentos del exén 8: los productos de la amplificacion confirmados
son aforados con Formamida y son llevados a una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, este debe contener la septa de placa y la septa
de contenedor &nodo buffer con las soluciones tampén buffer anodo y catodo, asi
como los capilares deben contener el polimero pop 7 y los estandares de tamafio de
fragmentos de &cidos nucleicos de 20 pb a 600 pb marcados con fluorescencia:
luego se da inicio a la electroforesis capilar segin el programa especifico para el
analisis de fragmentos determinado.

Secuenciamiento del exdn 17: los productos de la amplificacion confirmados pasan
al proceso de purificacién por medio del kit de Purificacién de productos de PCR por
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad de ADN para la reaccion de secuenciamiento. Los productos de
la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento BigDye Terminator y
primers especificos para la region del exén 17 del gen C-KIT, los productos
obtenidos son llevados al termociclador para paso por medio de ciclos de calor. Los
productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit para

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

DA~ &




PNT.DNCC.INEN.051. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE MUTACIONES EN LOS EXONES 8 Y 17 DEL GEN C-KIT V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

1.7

Purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento y el producto obtenido se
centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90 — 100 uL) los cuales son llevados
en una microplaca de polipropileno de 96 pocillos al analizador genético, para el
secuenciamiento genetico, este debe contener la septa de placa y la septa de
contenedor anodo buffer con las soluciones tampén buffer Anodo y Catodo, asi
como los capilares deben contener el Polimero Pop 7; luego se da inicio a la
electroforesis capilar segtin el programa especifico para el gen estudiado.

Analisis de resultado:

Se realiza posterior a la corrida en el analizador genético del cual se exportan las
secuencias geneticas en formato FASTA en el programa GeneMapper® y se realiza
el analisis de los electroferogramas, considerando los controles de calidad para
definir si la corrida es adecuada, asi como los estandares de tamafio de los
fragmentos; asi como el patrén molde en caso de la secuenciacién segun
bibliografia (2) y protocolos internos.

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, resultados previos y de
otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo visualizar dichos
resultados en el SISINEN.
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XHl. ANEXO
& - Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MOAESCRIPCION oA ELABORACION ELABORACION
{ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

Se elabora PNT segin DA N°

001-2019-INEN/DICON-DNCC

“Lineamientos para la elaboracion

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora

01 1-8 Instituto Nacional de 11/12/2019 Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN).
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