INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS N° 29 I -2020-J/INEN

RESOLUCION JEFATURAL
Lima, 18 de BG6OSTO de 2020

VISTOS:

El Informe N° 0256-2020-DICON/INEN, de la Direccién de Control de Cancer, el
z|Memorando N° 836-2020-OGPP/INEN de la Oficina General de Planeamiento y
»/Presupuesto y el Informe N° 0561-2020-OAJ/INEN de la Oficina de Asesoria Juridica;

CONSIDERANDO:
" Que a través de la Ley N° 28748, se cre6 como Organismo Publico Descentralizado al
/Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN, con personeria juridica de
derecho publico interno, con autonomia econdmica, financiera, administrativa y
normativa, adscrito al Sector Salud, constituyendo Pliego Presupuestal y calificado
como Organismo Publico Ejecutor en concordancia con la Ley N° 29158, Ley Organica
del Poder Ejecutivo y el Decreto Supremo N° 034-2008-PCM:

Que, mediante Decreto Supremo N° 001-2007-SA, publicado en el diario oficial El
Peruano, el 11 de enero de 2007, se aprob6 el Reglamento de Organizacion y
Funciones del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (ROF - INEN),
estableciendo la jurisdiccion, funciones generales y estructura organica del Instituto,
asi como las funciones de sus diferentes Organos y Unidades Organicas;

Que, mediante Informe N° 042-2020-DICON/INEN, la Direccién de Control de Cancer,
remite el Memorando N° 836-2020-0GPP/INEN, de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto, con el cual alcanza los Informes N° 118- 2020-00-0GPP/INEN elaborado
por la Oficina de Organizacion y el Informe N° 773-2020-OPE-OGPP/INEN elaborado por
la Oficina de Planeamiento Estratégico, mediante el cual emiten opinién favorable con
respecto a los treinta y dos (32) proyectos de Procedimientos Normalizados de Trabajo
del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular Tomo lll, para la revision y
validacién correspondiente;

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

Que, en mérito al sustento técnico de la Oficina de Organizacién y del Departamento
~de Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolégicos, para la
aprobacion del “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de
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Genética y Biologia Molecular Tomo III”, corresponde emitir el acto resolutivo
correspondiente para su aprobacion;

Contando con los vistos buenos de la Sub Jefatura Institucional, de la Gerencia
General, de la Direccion de Control del Cancer, del Departamento de Normatividad,
Calidad y Control Nacional de Servicios Oncolégicos, de la Oficina General de
Planeamiento y Presupuesto y de la Oficina de Asesoria Juridica;

Con las facultades conferidas en el Reglamento de Organizacion y Funciones del
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas - INEN, aprobado mediante Decreto
Supremo N°001-2017-SA y la Resoluciéon Suprema N°011-2018-SA;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- APROBAR los Procedimientos Normalizados de Trabajo
siguiente, que en anexo forma parte integrante de la presente resolucion.

e “Procedimientos Normalizados de Trabajo del Equipo Funcional de Genética
y Biologia Molecular Tomo IlI”.

ARTICULO SEGUNDO: Encargar a la Oficina de Comunicaciones la difusién de la
Presente Resolucion Jefatural, asi como su publicacion en la Pagina Web
1 Institucional.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLiQUEg.r:\\
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PNT.DNCC. INEN. 052 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION MOLECULAR DE PAPILOMAVIRUS (PVH) PCR V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento

Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DEL TRABAJO DE DETECCION MOLECULAR DE
PAPILOMAVIRUS (PVH) PCR

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccién Molecular de Papilomavirus (PVH)
PCR en convencional.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cédigo CPMS (MINSA): 87621
~  Cédigo Tarifario INEN: 210703

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion
Molecular de Papilomavirus (PVH) PCR 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:

- 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 la
plataforma informatica SISINEN.

- Bidlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccion y cuantificacion de ARN, transformaciéon de ARN en molécula cDNA,
amplificacién, preparacién de Gel, andlisis y emision de resultado.

- Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: revision
de ldminas 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 Direccion de Cirugia: toma de muestra
de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

- Médico Cirujano Oncologo/Ginecélogo de los Departamentos de Cirugia/Ginecologia
Oncolégica u otras dependencias; toma de muestra de tejido fresco (raspado de
mucosa cervical/biopsia/pieza quirurgica).

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

DEFINICION DE TERMINOS

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

- 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.

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

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

- 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.

- Electroforesis. - Es una técnica para la separaciéon de moléculas segun la movilidad
de éstas en una matriz porosa bajo la induccién de un campo eléctrico.

- 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.

- Enzima de restriccion. - Proteina con capacidad catalitica para cortar una cadena de
ADN en sitios especificos.

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN especifico.

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

- Solucion buffer. - Solucién de tampén fosfato salino con pH 7.4 (PBS) se usa como
medio de transporte de raspado cervical.

- Solucion salina. - Solucion esterilizada de agua y cloruro sédico que es isoténica con
la sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

- Tejido fresco. - Muestra de tejido biolégico obtenida por diferentes métodos: raspado
cervical o biopsia.

- Tejido parafinado (tejido embebido en parafina). - Tejido sumergido y fijado en
parafina para su conservacién estructural.

- 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.

g
Heppges

VI. SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para la identificacién de virus de papiloma humano en individuos con
criterios de riesgo poblacionales a la infeccién para definir riesgo o susceptibilidad a
cancer asi como en pacientes con diagnoéstico de cancer de cérvix, cancer de pene,
cancer de ano u otros tipos de cancer relacionados como el cancer de cabeza y cuello en
los cuales la presencia del virus de papiloma humano estda relacionado a la
carcinogénesis; por lo tanto puede usarse para confirmar diagnoéstico o definir pronéstico.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). -
- Céamara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Voértex
- Microcentrifuga refrigerada
- Espectrofotémetro
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DETECCION MOLECULAR DE PAPILOMAVIRUS (PVH) PCR V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

— Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

~ Lectora de cédigo de barras

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

- Unidad de Central de Proceso — CPU de 3.1 GHz

- Teclado - Keyboard con puerto USB

- Computadora

7.2 Instrumentales. -

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 pL
- Micropipeta volumen variable 20 yL — 200 pL
- Micropipeta volumen variable 2 yL — 20 pL

- Micropipeta volumen variable 100 yL — 20 pL

7.3 Mobiliario. -

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Mobdulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

8.1 Insumos y material. -

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (Etanol) 70° X 500 mL

- Algodoén hidréfilo X 500 g

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio22 G X 1 In
- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm X 9.1 m

- Gel antibacterial para manos X 1 L aprox.

- Papel toalla X 300 m

- Jabon germicida liquido con triclosan X 800 mL

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Kit de extraccién de ADN genémico X 100 determinaciones

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

- XilolQP.X4L

~ Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 unidades

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

— Tips con filtro 1000 pL X 96 unidades

- Tips estéril con filtro 20 pL - 200 pL X 96 unidades

- Alcohol etilico (etanol) 98% X 2.5 L

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

- Primer My11: 5' GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 3' X 50 Nm

- Primer My09:; 5' CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC 3' X 50 Nm

~ Primer Contadnhr 5’CAACTTCATCCACGTTCACC 3' X 250 Nmol

- Primer Fluo-Gh20: GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3' X 250 Nm

- Enzima Tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad X 100 unidades

- Deoxinucledtidos Dntps 4 X 40 Umol en concentracion 100 Mm (Kit)

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

- Buffer tris acetato - EDTA10X X 1L

- Colorante para &cidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X X 200 Ul

- Agarosa grado biologia molecular X 500 g

- Buffer de carga6X X 1 mL

- Enzima de restriccién Rsa | X 1000 U

- Primer GP5 + TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC X 50 nmol

- Primer GP6 + GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC X 50 nmol

- Enzima Tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad X 100 unidades

-~ Deoxinucleétidos Dntps 4 X 40 Umol en concentraciéon 100 Mm (Kit)

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

- Buffer tris acetato - EDTA10x X 1L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X X 200 Ul

- Agarosa grado biologia molecular X 500 g

- Bufferdecarga6X X 1 mL

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

L]
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PNT.DNCC. INEN. 052 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION MOLECULAR DE PAPILOMAVIRUS (PVH) PCR V.01

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

MUESTRA

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Obtencidén de la muestra:

Raspado cervical: Direccién de Cirugia, Direccion de Control del Cancer.

Tejido embebido en parafina (TEEP): Es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

Tejido fresco: Es realizado por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Sistema biolodgico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) viral.

Recipiente:

- Raspado cervical: Tubo estéril de 15 cc con solucién PBS.
- Tejido fresco: Frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): Bloque de parafina.

Conservacion y manejo:

- Raspado cervical: Iniciar el proceso inmediatamente, de no ser posible
conservar el tubo entre 4 — 8 °C.

- Tejido fresco: Iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

114

Toma de muestra

- Raspado cervical: Muestra obtenida por procedimiento realizado en sala de
procedimientos menores de la Direccion de Cirugia y la Direcciéon de Control de
Cancer.

- Tejido fresco: Muestra obtenida por procedimiento realizado por el médico
cirujano oncologo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): Muestra obtenida 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/la Bidlogo/a.

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 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).
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11.8

11.9

Extraccion de ADN y cuantificacion

Por medio del kit de extraccion de ADN gendmico (raspado cervical y tejido fresco)
o kit para la extraccion de ADN total de tejido formolado y/o parafinado por
metodologia de centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante se obtendra
un pellet que contiene el &cido nucleico (ADN) viral, el cual sera resuspendido con
buffer de elucién; 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 espectrofotometro.

Amplificacion

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de primers especificos
My11 y My09 que amplifican la regién L1 del virus PVH y el gen control interno por
medio de la 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 el producto amplificado de la region
especifica.

1° Electroforesis

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

Genotipificacion o NESTED PCR

Por medio de uso de primers especificos GP5 y GP6 se realiza una nueva PCR
sobre el producto amplificado anteriormente utilizando la enzima taq ADN
polimerasa termoactivable de alta fidelidad y deoxinucledtidos dNTPs, lo cual
aumenta la sensibilidad de la deteccion de la prueba (PCR - NESTED). La
genotipificacién se realiza por medio de la enzima de restriccion RSA | sobre el
producto amplificado. Estos procesos se realizan por medio de ciclos de calor en el
termociclador y se obtiene el producto de la NESTED asi como los genotipos
definidos.

2° Electroforesis

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer TAE que analizara los productos de
la NESTED vy los fragmentos pos uso de la enzima de restriccién por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

El andlisis del gel realizado posterior a la 1°electroforesis y visualizacion en equipo
de luz UV (luminémetro) para definir la presencia de las bandas de 450 pb que
corresponde al genoma del virus PVH y otra de 268 pb que corresponde al gen
control interno (B-globina) segun bibliografia (3,4) y protocolos internos. La
evaluacién de la 2° electroforesis de determina el genotipo si se evidencian las
bandas entre 149 — 159 pb (PVH-6), 139 — 216 pb (PVH-11), 310 pb (PVH-16), 85-
125 — 135 pb (PVH-18), 381 pb (PVH-31), 102 - 236 pb (PVH-33) segun bibliografia
y protocolos internos.
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11.10 Elaboracion y entrega de resultado
El/la Bidlogo/a encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma
informatica SISINEN, dicho resultado sera validado segun evaluacion de datos
clinicos y de otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo
visualizar dichos resultados en el sistema SISINEN.

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Goodman A. HPV testing as a screen for cervical cancer. BMJ. 30 de junio de
2015;350:h2372.

2. Kobayashi K, Hisamatsu K, Suzui N, Hara A, Tomita H, Miyazaki T. A Review of HPV-
Related Head and Neck Cancer. J Clin Med. 27 aug 2018;7(9).

3. Aedo A S, Melo A A, Garcia P, Guzman G P, Capurro V |, Roa S JC. Deteccién y
tipificacion de virus papiloma humano en lesiones preneoplasicas del cuello uterino
mediante PCR-RFLP. Revista médica de Chile. febrero de 2007;135(2):167-73.

4. Daigrepont J, Cameron JE, Wright KL, Cordell KG, Rosebush MS. Detection of human
papillomavirus DNA in formalin-fixed, paraffin-embedded squamous papillomas of the
oral cavity. J Clin Exp Dent. 1 de octubre de 2018;10(10):e979-83.

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
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 M.C. Pamela Mora
01 18 | |nstituto Nacional de | 100812020 | pjcores

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 276-

2019-J/INEN).
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR PCR PARA
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccién por PCR para Mycobacterium
tuberculosis en tiempo final.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 87556
- Codigo Tarifario INEN: 210772

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccién por
PCR para Mycobacterium tuberculosis 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 la
plataforma informatica SISINEN.

- Biodlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, separacién de Linfocitos,
extraccién y cuantificacion de ARN, transformacién de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacién de Gel, 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.

- Meédico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica y Necropcia: 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

—,
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V. DEFINICION DE TERMINOS

71

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 parafinado (tejido embebido en parafina). - Tejido sumergido y fijado en
parafina para su conservacion estructural

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

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, y es responsable de su transmision hereditaria.

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

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.

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

Electroforesis. - Es una técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad
de éstas en una matriz porosa bajo la induccion de un campo eléctrico.

Reaccion en cadena de la polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN especifico.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio que identifica la presencia del Mycobacterium tuberculosis en tejido parafinado en
casos de duda diagnostica o confirmacion de presencia del bacilo, especialmente en
tumores con caracteristicas granulomatosas que requieran el descarte de la presencia del
bacilo como método de diagnéstico diferencial.

. EQUIPAMIENTO

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

- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

-  Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador
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- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

-  Lectora de cédigo de barras

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

-~ Unidad de central de proceso — CPU de 3.1GHz

7.2 Instrumentales. -
- Micropipeta volumen variable 0.5 pL - 10 pyL
- Micropipeta volumen variable 20 pL - 200 pL
- Micropipeta volumen variable 2 yL — 20 pL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL

7.3 Mobiliario. -
- Silla giratoria de metal tipo cajero
-  Estante de melanina
- Mbdulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal

. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Papel toalla de hojas separadas X 200 Hojas
- Jabon germicida liquido X 800 mL
- Gorro descartable de enfermera
- Guante de Nitrilo Talla M
- Mascarilla descartable N-95
- Tacho de plastico 25 L Aprox.
- Contenedor de plastico de bioseguridad para residuos citostaticos de 7.6 L
-~ Bolsa de polietileno 72 cm X 51 cm color rojo
- Mandilén descartable Talla M
- Aguja hipodérmica descartable N°21 G X 1 1/2 In
- Hoja de bisturi descartable N° 22
-~ Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500
- Respirador para vapores organicos
- Traje de proteccion tipo mameluco en tela no tejida de polietileno de alta
densidad laminada
- XilolQP.X1L
- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 G X 1/2 In
- Alcohol Etilico (Etanol) 98.0% X 2.5 L
- Kit de extraccion de ADN genémico X 50 determinaciones
-  Criobox policarbonato 2 mL para 81 viales
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- Kit de cuantificacion de ADN 0.2 Ng - 100 Ng X 100 determinaciones

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

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000

- Enzima Tag ADN Polimerasa Termoactivable de alta fidelidad X 100 U

- Primer1s6110 F 5' CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 3' X 50 Nmol

- PrimerIs6110 R 5' CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 3' X 50 Nmol

- Primer Fluo-Gh20: GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3' X 250 Nm

- Primer Contadnhr 5CAACTTCATCCACGTTCACC 3' X 250 Nmol

- Dimetilsulfoxido X 100 mL

- Deoxinucleotidos Dntps 4 X 40 Umol en concentracion 100 Mm (Kit)

- Buffer Tae 10X Grado Biologia Molecular X 1 L

- Agua para PCR X 500 mL

- Aguadestilada X 1L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X X 200 Ul

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

- Bufferde carga6X X 1 mL

- Agarosa grado biologia molecular X 500 G

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:
- 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 desoxirribonucleico bacteriano.

10.3. Recipiente:
- Tejido embebido en parafina (TEEP): Bloque de parafina.

10.4. Conservacion y manejo:
- Los necesarios al bloque de parafina.
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XI. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual 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 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 Corte de tejido
Se realizan los cortes del tejido embebido en parafina (TEEP), minimo de 5 cortes
de 1-5micras.

11.4 Desparafinacion de la muestra
Proceso preanalitico, considera la bioseguridad del proceso e inicia posterior a la
revision por el patélogo, que define la marcacién de lamina y eleccién de bloque de
parafina e ingresa al proceso de desparafinaciéon por medio de bateria de alcoholes
(Xilol).

11.5 Aislamiento de ADN
Por medio del kit de extraccion de ADN gendémico por metodologia de
centrifugacion, lavados y extraccion de sobrenadante se obtendra un pellet que
contiene el &cido nucleico (ADN) bacteriano y del hospedero, el cual sera
resuspendido con buffer de elucion.

11.6 Cuantificacion de ADN
Define cantidad de acido nucleico (ADN) por medio del calibrador de ADN de doble
cadena para fluorémetro y posterior medicién en el espectofotometro.

11.7 Reaccion en cadena de polimerasa
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de primers especificos para
la region de 1S6110 y el gen control interno por medio de la 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
el producto amplificado de la regidn especifica.

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

11.9 Analisis e interpretacion de resultado
El andlisis del gel realizado posterior a la electroforesis y visualizacion en equipo de
luz UV (luminémetro) para definir la presencia de las bandas de 123pb que
corresponde a la presencia de Mycobaterium tuberculosis y otra de 268pb que
corresponde al gen control inetrno (B-globina) segun bibliografia y protocolos
internos.

11.10 Elaboracién y entrega de resultado
El bidlogo encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma
informatica SISINEN, dicho resultado sera validado segun evaluacion de datos
clinicos y de otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo
visualizar dichos resultados en el sistema SISINEN.

XIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Eficacia del diagnéstico diferencial de tuberculosis mediante reaccion de polimerasa en
cadena en lesiones granulomatosas de tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina. Revista chilena de infectologia. 2014 Dec;31(6):676-81.

. McEvoy CRE, Falmer AA, Gey van Pittius NC, Victor TC, van Helden PD, Warren RM.
The role of IS6110 in the evolution of Mycobacterium tuberculosis. Tuberculosis
(Edinb). 2007 Sep;87(5):393-404.

. Barcelos D, Franco MF, Ledo SC. Effects of tissue handling and processing steps on
PCR for detection of Mycobacterium tuberculosis in formalin-fixed paraffin-embedded
samples. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2008 Dec;50(6):321-6.

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 MODIFICACION

VERSION | PAGINA v MEJORA

Se elabora PNT segun DA N° 001-
2019-INEN-DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién
1-7 de Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural
N° 276-2019-J/INEN

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE QUIMERISMO POST-TRANSPLANTE

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de de trabajo de Quimerismo Post-Transplante por
metodologia de analisis de fragmentos.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cadigo CPMS (MINSA): 81267
- Codigo Tarifario INEN: 210758

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Quimerismo
Post-Transplante 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.

- Bitlogo 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, analisis de fragmentos, analisis y emision de resultado.

- Técnico/a 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 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 médula 6sea

DEFINICION DE TERMINOS

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

- Puncién de médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia cantidad de médula ésea 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. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucion (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido etilendiaminotetraacético — EDTA. - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la 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.

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

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

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

- 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.

- Analisis de fragmentos. - Analisis del tamarfio y cantidad de fragmentos de DNA
amplificados por PCR y marcados con fluorescencia.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Este estudio esta indicado para la determinacion del porcentaje de ADN del donante en un
receptor postrasplante alogénico; sirve para evidenciar si el tejido linfohematopoyético del
donante ha sido capaz de implantarse en el organismo del receptor desplazando
totalmente al sistema linfohematopoyético del receptor o en coexistencia con este.

. EQUIPAMIENTO

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

- Centrifuga para tubos.

- Microcentrifuga refrigerada

- Voértex Genie 2 Mixer, color blanco humo.

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Espectrofotémetro

- Termociclador
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- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroferesis de geles de agarosa
- Balanza pequeria digital

- Transiluminador

- Computadora

7.2 Instrumentales. —

- Micropipeta volumen variable 0.5 pL -10 pyL
Micropipeta volumen variable 20 yL -200 pL
Micropipeta volumen variable 2 yL — 20 pL
Micropipeta volumen variable 100 puL — 20 pL

7.3 Mobiliario. -
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Méddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

VIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Mascarilla descartable Tipo N-95
- Guante para examen descartable Talla S
- Alcohol etilico (Etanol) 70° X 500 mL
- Algododn hidréfilo X 500 g
- Aguja multiple para extracciéon de sangre al vacio 22 G X 1 In
- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
- Esparadrapo antialérgico de papel 25 cm X 9.1 m
- Gel antibacterial para manos X 1 L Aprox.
- Papel toalla X 300 m
- Jabon germicida liquido con triclosan X 800 mL
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero Talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga Talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalon dril unisex talla M color celeste
- Pantalon dril unisex talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 M
- Lentes protectores de policarbonato
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500
- Puntera (Tips) estéril con filtro 2 pL - 20 uL X 96
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- Tips con filtro 1000 Ul X 96

- Kit de extraccion de ADN gendmico X 100 determinaciones

- Alcohol etilico (Etanol) 98.0% X 2.5 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000

- Agua para PCR X 500 mL

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

- Puntera (Tips) estéril con filtro 10 pl - 100 pl X 96

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

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorbmetro Qubit X 100
determinaciones

- Agua para PCR X 500 mL

- Kit pre-amplificacion de 24 marcadores microsatélites para STR por PCR X 200
determinaciones

- Formamida Hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento Big Dye X 25 mL

- Solucién tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 Unidades

- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 Unidades

- 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 Unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 X 10 Unidades

- Estandar de tamaiio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600 Pb marcados
con fluorescencia X 800 determinaciones

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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

MUESTRA

10.1. Obtencién 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.

- Meédula 6sea: Se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales
de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en
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10.2.

10.3.

10.4.

111

11.2

11.3

11.4

el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).

Recipiente:
- Sangre venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula ¢sea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

Conservacion y manejo:

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

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente y protocolos propios del Area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

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

Médula o¢sea: 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 Oncoldgica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

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/la Bidlogo/a.

Procesamiento de la muestra

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

Extraccion de ADN y cuantificacién

Se realiza a partir de 200 pL de sangre total/médula 6sea por medio del kit de
extraccion de ADN genoémico y el método de columnas: centrifugacion y extraccién
de sobrenadante se obtendra un pellet que contiene el acido nucleico (ADN), el cual
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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 fluorémetro y posterior medicién en el espectofotémetro, se
espera que el valor este por encima de 600 ng/pL.

Amplificacion por PCR de region de interés

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del Kit Pre-Amplificaciéon de
24 marcadores microsatélites Para STR Por PCR que contiene primers especificos,
enzima polimerasa para la amplificacion 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.

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
tampén buffer anodo y catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
Pop 7 y los estandares de tamario de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600pb
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 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 tamarfio de los
fragmentos segun el "plot setting” GlobalFiler identificandose el perfil alélico de la
muestra postransplante (par alélico) para los 24 marcadores de microsatélites
(STR). Se compara este perfil con los perfiles pretransplante del receptor y del
donante para determinar los pares alélicos informativos completos e informativos
parciales; luego se definira por software informatico y segin data del “area bajo la
curva” la proporcion de predominio del perfil del donante sobre el perfil del receptor;
reportandose el porcentaje como Quimerismo del donante segun bibliografia y
protocolos internos.

11.8 Elaboracién y entrega de resultado
El bidlogo encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma SISINEN
consignando el porcentaje de quimerismo de donante y los aprametros de la corrida;
el médico genetista a cargo evalua el caso clinico, otros examenes auxiliares y
procede a la validacion del caso en la plataforma SISINEN.
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Xlll. ANEXO

- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.

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

:p-ffl _,_______/’.' D
NGENETIO R A7 Pag. 7



PNT.DNCC. INEN.054 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
QUIMERISMO POST-TRANSPLANTE V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico 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
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA MODIFICACION

VERSION PAGINA Y MEJORA

Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN-DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
1-8 de Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural
N° 276-2019-J/INEN

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE QUIMERISMO PRE-TRANSPLANTE
(RECEPTOR Y DONANTE)

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Quimerismo Pre-transplante (Receptor y
Donante) por metodologia de analisis de fragmentos.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 88299.27
- Cadigo Tarifario INEN: 210757

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Quimerismo Pre-
transplante (Receptor y Donante) en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional
de Genetica 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:

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.

Bilogo/a 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, andlisis de fragmentos, analisis y emision de resultado.

Técnico/a 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.

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

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

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

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

Solucion anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacion de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
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 nucleico. - Biomolécula portadora de la informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

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

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Este estudio esta indicado para la determinacion del perfil genético del receptor o del
donante en un proceso previo al trasplante alogénico. Es un requisito para el estudio de
quimerismo postransplante.
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Vil. EQUIPAMIENTO

741

7.2

7.3

R Js Ca™ v,
DAY P rrr I

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

- Centrifuga para tubos.

- Microcentrifuga refrigerada

- Vértex Genie 2 Mixer, color blanco humo.

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Espectrofotémetro

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

Instrumentales. —

Micropipeta volumen variable 0.5 pL -10 pL
Micropipeta volumen variable 20 pL -200 uL
Micropipeta volumen variable 2 yL — 20 pL
Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 pL

Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Maddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

-~ Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Viil. SUMINISTROS

8.1

Insumos y material:

- Mascarilla descartable Tipo N-95

- Guante para examen descartable Talla S

- Alcohol etilico (Etanol) 70° X 500 mL

- Algoddn hidréfilo X 500 g

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 G X 1 In
- Tubo Plastico 3 mL 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

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

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

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Kit de extraccion de ADN genomico X 100 determinaciones

- Alcohol etilico (Etanol) 98.0% X 2.5 L

- Agua para PCR X 500 mL

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

~ Puntera (Tips) estéril con filtro 10 pL - 100 pl X 96

$ - Tips esteril con filtro 20 pL - 200 pL X 96

\_ﬁ_/ d - Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro Qubit X 100
determinaciones

- Kit pre-amplificacién de 24 marcadores microsatelites para STR por PCR x 200
determinaciones

- Formamida Hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento Big Dye X 25 mL

- Solucion tampoén (buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 Unidades

- Solucion tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 Unidades

- 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 Unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 X 10 Unidades

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500

- Estandar de tamafio de fragmentos de acidos nucleicos De 20 A 600 Pb Marcados
con fluorescencia X 800 Determinaciones

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

\
7\

-

\

Q’(\" RN

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

. Servicios Piblicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono
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X. MUESTRA

10.1. Obtencién 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.

- Meédula 6sea: Se realiza en el Equipo Funcional de Procedimientos Especiales
de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia Médica y en
el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

10.2. Sistema bioldgico
- Acidos Nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).

10.3. Recipiente
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
- Medula 6sea: 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 y protocolos propios del Area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

111 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 ¢ésea:; 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 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 codificacion interna, realizada
por el biélogo.

e 11.3 Procesamiento de la muestra
S Proceso preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo 1l
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11.6

limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula ésea.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion

Se realiza a partir de 200 pL de sangre total/médula 6sea por medio del kit de
extraccion de ADN genémico y el método de columnas: centrifugacion 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) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para ADN de
doble cadena para fluorometro y posterior medicion en el espectofotémetro, se
espera que el valor este por encima de 600 ng/pL.

11.5 Amplificaciéon por PCR de regién de interés

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del Kit pre-amplificacion de
24 marcadores microsatelites para STR Por PCR que contiene primers especificos,
enzima polimerasa para la amplificacion 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.

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
tampén buffer Anodo y Catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
Pop 7 y los estandares de tamaiio de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600pb
marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar segun el
programa especifico para el andlisis 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 segun el “plot setting” GlobalFiler identificandose el perfil alélico de la
muestra (par alélico) para los 24 marcadores de microsatélites (STR) segln
bibliograffa (3) y protocolos internos.

Elaboracion y entrega de resultado

El bidlogo encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma SISINEN
consignando la lista de pares alélicos para los 24 marcadores en archivo interno; el
médico genetista a cargo evallia el caso clinico, otros examenes auxiliares y
procede a la validacion del caso en la plataforma SISINEN.

Av.
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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 MODIFICACION

VERSION | PAGINA Y MEJORA

Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion
1-8 de Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural
N° 276-2019-J/INEN

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE ANALISIS DE FRAGMENTOS PARA
INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Analisis de Fragmentos para Inestabilidad de
Microsatélites.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 88299.11
- Cadigo Tarifario INEN: 210786

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Analisis de
Fragmentos para Inestabilidad de Microsatélites 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 en el SISINEN.

- Biblogo/a 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, analisis de fragmentos, 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.

- Meédico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica: 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.

- 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.
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V. DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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

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

Reaccion en cadena de la polimerasa — PCR. - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

. Este estudio esta indicado para la determinacion de la inestabilidad de microsatélites por
y.medio de marcadores definidos segin panel de Bethesda (BAT25, BAT26, D2S125,
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D5S346 y D178250) en casos de sospecha de falla de sistema de reparacién de
apareamiento de bases (Mismatch repair, MMR) mediante la comparacién de los perfiles
alélicos de tejido control (sangre periférica) y tejido tumoral. Se utiliza para descarte de
sindromes de predisposicion genética a cancer de colon y también para estimar la
respuesta al tratamiento adyuvante con 5-fluorouracilo y/o estimar pronéstico.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). —
-~ Camara de flujo laminar
- Equipo bafio maria de calor seco
- Vortex Genie 2 Mixer
- Microcentrifuga
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Micrétomo de rotacién
- Analizador genético automatizado
- Termociclador

7.2 Instrumentales. —
- Micropipeta volumen variable 0.5 pL -10 pL
- Micropipeta volumen variable 20 pL -200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 pL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 pL — 20 L

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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Mascarilla descartable tipo N95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL

- Algodon hidroéfilo 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 cmx 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

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

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

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Alcohol etilico (etanol) 70°x 1 L

- Aguja hipodérmica descartable N°21 gx 1 1/2 In

- Hoja de bisturi descartable N°® 22

- Tubo de polipropilenc para microcentrifuga de 1.5 mL x 500

- Xilolg.p.x1L

- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 g x 1/2 In

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x2.5L

- Kit de extraccion de ADN genomico x 50 determinaciones

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

- Plumén resaltador punta mediana biselada

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

— Primer IMS-BAT-25-R 5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'

— Primer IMS-BAT-26-R 5-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'

- Primer IMS-NR-21-R 5-ATTCCTACTCCGCATTCACA-3'

- Primer IMS-NR-22-R 5-AATTCGGATGCCATCCAGTT-3'

- Primer IMS-NR-24-R 5-ATTGTGCCATTGCATTCCAA-3'

- Sonda IMS-BAT-25-F 5'-[NED]TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'

- Sonda IMS-BAT-26-F 5-[FAM]TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'

- Sonda IMS-NR-21-F 5'[VIC]ITAAATGTATGTCTCCCCTGG-3'

- Sonda IMS-NR-22-F 5'-[FAM]GAGGCTTGTCAAGGACATAA-3'

- Sonda IMS-NR-24-F 5'[VICICCATTGCTGAATTTTACCTC-3'

- Enzima tag hot start DNA polimerasa (5u/ul) x 500 u x 500 determinaciones

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)

- Tips estéril con filtro 0.5 uL - 10 pL (maxima recuperacion) x 96 uni/rack

- Formamida Hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento Big Dye x 25 mL

- Solucién tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- 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 unidades

- Estandar de tamario de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600 pb marcados
con fluorescencia x 800 determinaciones

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500
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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

9.2. Servicios Piiblicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

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.
- Tejido embebido en parafina (TEEP): Se realiza en el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema bioldgico
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).

10.3. Recipiente
- Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
-  Tejido embebido en parafina (TEEP): Bloque de parafina.

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
- Los necesarios al bloque de parafina.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual 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.

Tejido embebido en parafina (TEEP): Obtiene del érea de conservaciéon del Equipo
Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia.
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1.2

11.8

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 Biélogo.

Revision de laminas
Realizado por el médico patélogo quien define regiones de estudio, con el criterio de
mas de 10% de carga tumoral.

Cortes de tejido
Luego de identificar la regién a estudiar, se realizara por lo menos 5 cortes de 1p-
1.5u del bloque de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para
el siguiente paso.

Desparafinizacion de la muestra
Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (xilol) para
realizar la desparafinacion.

Extraccion y cuantificacién de ADN

Se realiza a partir de 200ul de sangre total y del tejido desparafinado por medio del
kit de extraccion de ADN genémico y por método de columnas: centrifugacion y
extraccion de sobrenadante; los pellets obtenidos contienen el &cido nucleico
(ADN), el cual sera resuspendido con Elution buffer, luego es necesario definir la
cantidad de &acido nucleico (ADN) cuantificaciéon que se realiza por medio del
calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y posterior medicion en el
espectofotémetro.

Amplificacion

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers para los
5 marcadores de microsatélites (BAT25, BAT26, D2S125, D5S346 y D175250) por
medio del uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima tag hot start
DNA polimerasa) y deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza
por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado
de la regién especifica.

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
tampén buffer Anodo y Catodo, asi como los capilares deben contener el polimero
Pop 7 y los estandares de tamario de fragmentos de acidos nucleicos de 20 a 600pb
marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar segtn el
programa especifico para el andlisis de fragmentos determinado.
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11.9 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 tamario de los
fragmentos; se define la diferencia entre los patrones normal (sangre) y tumoral; se
interpreta como Estabilidad de microsatélites (MSS) cuando el patréon de ambos es
similar y sera Inestabilidad alta (MSI-H) si existe diferencia en los patrones de por lo
menos dos marcadores; segun bibliografia y protocolos internos.

11.10 Elaboracion y entrega de resultado
El bidlogo encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma
informatica SISINEN, dicho resultado sera validado segun evaluacion de datos
clinicos y de otros examenes auxiliares por el médico genetista permitiendo
visualizar dichos resultados en el sistema SISINEN

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Hegde M, Ferber M, Mao R, Samowitz W, Ganguly A, Working Group of the American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) Laboratory Quality Assurance
Committee. ACMG technical standards and guidelines for genetic testing for inherited
colorectal cancer (Lynch syndrome, familial adenomatous polyposis, and MYH-
associated polyposis). Genet Med. 2014 Jan;16(1):101-16.
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ANEXO N° 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
DESCRIPCION DE LA MODIFICACION Y EL ABORACION Ei ABORACION

MEJORA (ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién de
1-8 Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural N°
276-2019-J/INEN

VERSION | PAGINA

M.C. Pamela Mora
Alferez

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

Pag. 8



c_:.' PERU Sector
f Salud

PNT.DNCC. INEN. 057 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
PANEL MOLECULAR PARA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 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 PANEL MOLECULAR PARA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

L OBJETIVO

2l Normalizar el procedimiento de trabajo de Panel Molecular para Leucemia Mieloide Aguda
(3 v \ por PCR en tiempo final y analisis de fragmentos.
\ / P Il. IDENTIFICACION DEL CPMS

- Caddigo CPMS (MINSA): 88299.23
- Codigo Tarifario INEN: 210764

& AN
() 1
= US )

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Panel Molecular
para Leucemia Mieloide Aguda 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:

- 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/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: Realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccién y cuantificacién
de ADN, amplificacién por PCR, andlisis de fragmentos, analisis y emisién de resultado.

- Técnico/a 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.

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

- 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.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

- Solucién anticoagulante. - Solucién que impide la 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 proteccion completa de células de la sangre, especialmente de
plaquetas y garantiza que la forma y el volumen de la sangre no sea influenciada en un
largo tiempo.

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

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

- Acido desoxirribonucleico (ADN). - Es un &cido nucleico que contiene las
instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos
vivos y algunos virus; es responsable de su 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 (c/DNA). - 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 amplificaciéon de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar gérmenes
microscopicos que causan enfermedades.

VI. SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para el diagndstico y gradacién de riesgo (pronéstico) de leucemias
agudas de estirpe linfoide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales
internacionales (The 2016 revision to the World Health Organization classification of
myeloid neoplasms and acute leukemia) (1) asi como el impacto en el pronostico (2).
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Vil. EQUIPAMIENTO

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

- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotémetro

- Termociclador con gradiente de temperatura de 96 pocillos
- Analizador genético automatizado

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Lectora de caédigo de barras

- Impresora de cédigo de barras térmica 102 mm/seg

- Computadora

Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 pyL -10 pL

- Micropipeta volumen variable 20 uL -200 pL

- Micropipeta volumen variable 100 pyL — 1000 L
- Micropipeta volumen variable 10 L — 100 pL

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

-~ Mobdulo para computadora enchapado en melamine

Viil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Mascarilla descartable Tipo N95

- Guante para examen descartable Talla S

~ Alcohol etilico (Etanol) 70° X 500 mL

- Algododn hidréfilo X 500 g

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 G X 1 In
- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm X 9.1 m

- Gel antibacterial para manos X 1 L aprox.

- Papel Toalla X 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan X 800 mL

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
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- 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

- Pantal6n dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm X 51 cm color rojo

- Reactivo para extraccion de ARN X 100 mL

- Solucion Tampon (Buffer) para lisis de glébulos rojos X 100 mL

- Tubo de polipropileno, fondo cénico esteril X 15 mL

- Ficoll-Hypaque Densidad 1.077 G/MI X 100 mL

- Sodio cloruro 900 mg/100 mL (0.9 %) Iny 1 L

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 unidades

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

— Tips con filtro 1000 uL X 96 unidades

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

- Alcohol Isopropilico (Isopropanol) P.A. X 2.5 L

- Cloroformo grado biologia molecular X 1 L

~ Alcohol etilico (etanol) 98.0% X 2.5 L

- Agua para PCR X 500 mL

- Calibrador para ADN para fluorémetro Qubit X 100 determinaciones

- Enzima transcriptasa reversa x 200 pL determinaciones

- Kit De extraccion de ADN genémico X 100 determinaciones

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

- Primer Aml1-A 5'-CTACCGCAGCCATGAAGAACC-3' 50 Nm

- Primer AmI1-C 5'-~ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG-3' 50 Nm

- Primer Eto-B 5-AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA-3' 50 Nm

- Primer Eto-D 5'-TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT-3' 50 Nm

- Enzima Taq Hot Start DNA Palimerasa (5U/Ul) X 1000 unidades

- Primer Abl-A3-B 5'-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3' 50 Nm

- Primer Abl-D 5-TGTGTATATAGCCTAAGACCCGGAG-3' 50 Nm

- Deoxinucleotidos Dntps 4 X 40 Umol En Concentracion 100 Mm (Kit)

- Agua Para Pcr X 500 mL

- Primer Cbfb-A: 5' GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG 3' X 100 Nm

- Primer Cbf-C: 5' GGGCTGTCTGGAGTTTGATG 3' X 100 Nm

- Primer Myh11-B1: 5' TGAAGCAACTCCTGGGTGTC 3' X 100 Nm

- Primer Myh11-B2: 5' TCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC 3' X 100 Nm

- Primer FLT3-14F1 FAM-5-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3' 50 Nm

— Primer FLT3-E15R 5'-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3' 50 Nm

- Primer Npm1-An 5'-CAAGAGGCTATTCAAGATCTCTGTCTG-3' 50 Nm

- Primer NPM1-F 5'-FAM-ACTCTCTGGTGGTAGAATGAA-3' X 50 nmol

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

— Buffer tris acetato - EDTA 10X X 1L

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

- Bufferde carga6X X 1 mL

- Formamida hidi desionizada ultrapura para secuenciamiento big dye X 25 mL

- Solucion tampén (Buffer) anodo para analizador genético 3500 X 4 unidades

- Solucién tampén (Buffer) catodo para analizador genético 3500 X 4 unidades

- 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 unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 X 10 unidades

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

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

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.

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

10.2. Sistema biolégico
Acidos nucleicos: Acido desoxiribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) y acido
desoxiribonucleico complementario (cADN).

10.3. Recipiente
Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula ésea: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
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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 por Van Dongen et al y bibliografia actual y protocolos
propios del Area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia
Molecular del Departamento de Patologia:

111 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 6ésea: Realizada por el médico oncoélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el médico oncélogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

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 preanalitico 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 disposiciéon de inicio de trabajo con la
disposicién de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula osea.

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

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

11.7 Amplificacion
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los genes de fusion AML1/ETO y CBFB/MYH11, uso de enzima
polimerasa para la amplificacién (Enzima taq hot star DNA polimerasa) 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.

11.8 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 amplificacién) por medio del
marcador de peso molecular y colorante para &cidos nucleicos (ADN).

11.9 Analisis de resultado
El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacién en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la presencia de los genes de fusion
(bandas de peso molecular especificos para los genes AML1/ETO y CBFB/MYH11
segun bibliografia y protocolos internos.

11.10 Extraccion de ADN y cuantificacién

Se realiza a partir de 200 pL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
genoémico y el método de columnas: Centrifugacion 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 &cido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor
este por encima de 600 ng/ L.

11.11 Amplificacién por PCR de region de interés
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los exones 14 y 15 del gen FLT3 y para el exén 12 del gen NPM1,
por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima Taq Hot Start
DNA polimerasa) y deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza
por medio de ciclos de calor en el termociclador y se obtiene los productos
amplificados de las regiones especificas.

11.12 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
tampdn 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 a 600pb
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marcados con fluorescencia; luego se da inicio a la electroforesis capilar segun el
programa especifico para el andlisis de fragmentos determinado.

11.13 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® 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 tamario de los
fragmentos; para 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 segun bibliografia
(7)(8) y protocolos internos asi mientras que para 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) segun bibliografia y
protocolos internos.

11.14 Elaboracion y entrega de resultado
Ellla bidlogo/a encargado de la prueba elaborara el resultado en la plataforma
SISINEN; el médico genetista a cargo evalua el caso clinico, otros examenes
auxiliares y procede a la validacion del caso en la plataforma 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

1-10 de l;)ocumentos No'rmativos en el 10/08/2020 M.C. Pamela Mora
Instituto Nacional de Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucién Jefatural N° 276-
2019-J/INEN
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8. 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.

T~ XIll. ANEXOS

- Anexo N° 1; Control de cambios y mejoras.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACION V617F

GEN JAK2
/T~ 1. OBJETIVO
/,,{ ; Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion de Mutacion V617F Gen JAK2.
: i Il. IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cddigo CPMS (MINSA): 81270
- Cdadigo Tarifario INEN: 210725

lll. ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccién de
Mutaciéon V617F Gen JAK2 en el area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular, desde su recepcion hasta el reporte del resultado obtenido.

IV. RESPONSABILIDADES

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

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

- Bidlogo/a 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 cuantificacién de ARN, transformacion de ARN en molécula cDNA,
amplificacion, preparacion de gel, andlisis y emisién de resultado.

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

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

- 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.
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V. DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico.

o INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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VIil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
-~ Mascarilla descartable tipo N95
- Guante para examen descartable talla S
~ Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodon hidréfilo x 500 g
- Aguja maltiple para extraccién 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.
- Papel toalla x 300 m
- Jaboén 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
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500
- Tips con filtro 1000 Ul X 96

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

g ~ Alcohol etilico (etanol) 98.0% X 2.5 L

g - Agua para PCR X 500 mL

Z\J/VEB® - Kit de extraccion de ADN genémico X 100 determinaciones

- Calibrador para ARN para fluorémetro Qubit X 100 determinaciones

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

- Enzima transcriptasa reversa X 200 determinaciones

- Primer JAK2-F1 5-ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG-3' 50 Nm
- Primer JAK2-F 5'-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT-3' 50 Nm

- Primer JAK2-R 5'-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA-3' 50 Nm

- Enzima taq hot start DNA polimerasa (5U/Ul) X 1000 Unidades

- Deoxinucledtidos Dntps 4 X 40 umol en concentracion 100 Mm (Kit)

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

- Buffer tris acetato - EDTA 10X X 1 L

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para estudio de variante especifica V617F del gen JAK2 utilizado para
determinacion de diagnostico, pronéstico y manejo en caso de sospecha de neoplasias
mieloproliferativas en pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales
internacionales.

. EQUIPAMIENTO

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

- Centrifuga para tubos (02)

- Vortex

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotometro

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora laser blanco y negro 52 ppm

- Lectora de codigo de barras

- Impresora de codigo de barras térmica 102 mm/seg

- Monitor Plano de 20 In

Instrumentales

Micropipeta volumen variable 0.5 pL -10 pL
Micropipeta volumen variable 20 pL -200 yL
Micropipeta volumen variable 2 pL — 20 pL
Micropipeta volumen variable 100 pL — 20 pL

7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Maédulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metdlico para transporte en general con plataforma de metal
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IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:

//“ \ - Equipos biomédicos
!( \ - Equipos de aire acondicionado
2\ i - Equipos eléctricos

J/ 9.2. Servicios Piiblicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

-4/ X. MUESTRA

10.1. Obtencién de la muestra
Procedimiento en sangre venosa: Se realiza en el drea de trabajo de Toma de
Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

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

10.2. Sistema biolégico
Acidos nucleicos: Acido ribonucleico (ARN), 4cido desoxirribonucleico
complementario (CADN).

10.3. Recipiente
Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula 6sea: 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 por bibliografia actual 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.
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Médula ¢sea: 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 oncélogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncologica Pediatrica del
Departamento de Oncologia Pediatrica.

11.2 Registro de la muesra
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 preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de cémara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o médula 6sea.

11.4 Extraccion y cuantificacion de ADN:
Por medio del kit de extraccion de ADN gendmico y por método de columnas se
obtendra un pellet que contiene el acido nucleico, el cual sera resuspendido con
agua de grado molecular, luego es necesario definir la cantidad de acido nucleico;
cuantificaciéon que se realiza por medio del calibrador de ARN para fluorémetro y
posterior medicién en el espectofotémetro, se espera que el valor este por encima
de 100 ng/pl.

11.5 Transformacion de ARN en molécula de cADN:
Se afiaden los componentes del kit de enzima transcriptasa reversa, la obtencion
del cADN se dara después de un ciclo de activacion en el termociclador.

11.6 Amplificacion
Se prepara el proceso de PCR convencional, identificando la fregion a amplificar por
medio de primers especificos para el exén 14 del gen JAK2, uso de enzima
polimerasa para la amplificacién (enzima taq hot star DNA polimerasa) y
deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos
de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de la region
especifica.

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

11.8 Anadlisis de resultado
El analisis del gel se realiza posterior a la corrida electroforética y visualizacion en
equipo de luz UV (luminémetro) para definir la diferencia entre el alelo normal (wild
type) y el alelo mutado (V617F) segun bibliografia y protocolos internos.
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11.9 Elaboracion y entrega de resultado

El biélogo/a encargado de la prueba, elaborara el resultado en la plataforma

informatica SISINEN, dicho resultado sera validado segun evaluacion de datos

clinicos y de otros examenes auxiliares por el Médico Genetista permitiendo
i visualizar dichos resultados en el sistema SISINEN.

i
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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

VERSION PAGINA

FECHA DE AUTORIZA
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA MODIFICACION
Y MEJORA

Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN-DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién
1-8 de Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural
N° 276-2019-J/INEN

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN BRCA1

I. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogénica Familiar en el Gen BRCA1.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA) 81215
- Codigo Tarifario INEN 210782

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccion pdr
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen BRCA1 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, apoya en el analisis y realiza la revision del caso y de las
variantes encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccion y cuantificaciéon
de ADN, amplificacion por PCR, preparacion de geles, purificacion de productos de
PCR, reaccion de secuenciamiento, purificacion de secuenciamiento genético, analisis
y emision de resultado.

- Tecnico/a 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 regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.
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DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
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 otra subunidad o monémero, denominado
Nucleotido.

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

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

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.

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.

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

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénico familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de sindrome de de cancer de
mama/ovario hereditario o espectro fenotipico asociado a BRCA1, esta prueba sirve para
identificar individuos portadores y definir estrategias de control de riesgos y reduccion de
riesgos en estos portadores.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informético). -
- Camara de flujo laminar

- Centrifuga para tubos (02)

- Vértex genie

- Refrigeradora de 02 puertas

- Microcentrifuga refrigerada

- Espectrofotémetro

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado

- Analizador genético automatizado

- Termociclador

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroferesis de geles de agarosa
- Balanza pequenfia digital

- Transiluminador

Instrumentales. -

- Micropipeta volumen variable 0.5 yL -10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 pL -200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 pL — 20 uL

- Micropipeta volumen variable 100 yL — 20 L

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
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VIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Mascarilla descartable tipo N95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 mL

- Algodén hidrofilo x 500 g

- Aguja miltiple para extraccién de sangre al vacio 22 G x 1 In

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Jabon germicida liquido x 800 mL

- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Kit de extraccién de ADN genomico x 100 determinaciones

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

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades

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

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

- Alcohol etilico (etanol) 98.0% x 2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorometro Qubit x 100
determinaciones.

- Primer BRCA1-E11 F 5'-GGTAAAGAACCTGCAACTGG X 50 Nmol

- Primer BRCA1-E11 R 6-TCAAATGCTGCACACTGACT X 50 Nmol

- Enzima tag adn polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades

- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 Mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 Pb Ladder) x 250 Ul

- Solucion tampoén (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000X X 200 Ul

- Agarosa grado biologia molecular X 500 g

- Kit para purificaciéon de productos de PCR x 100 determinaciones

- Primer BRCA1-E11 F 5'-GGTAAAGAACCTGCAACTGG X 50 Nmol

- Primer BRCA1-E11 R 5'-TCAAATGCTGCACACTGACT X 50 Nmol

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccidén de secuenciamiento x 100
determinaciones.

- Solucién tampoén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucion tampoén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
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- 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 unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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 drea de trabajo Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema bioldgico
Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) viral.

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

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual 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.
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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/a.

Procesamiento de la muestra

Proceso preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo II,
impieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.

Extraccion de ADN y cuantificacion

Se realiza a partir de 200 pl de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
genémico 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)
cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorémetro y posterior medicién en el espectofotometro, se espera que el valor
este por encima de 600 ng/pl.

Amplificacon por PCR de region de interes

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para la region de exdn a estudiar segliin antecedente familiar del gen
BRCA1 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 los productos amplificados de las regiones especificas.

11.6 Preparacion de gel con electroforesis

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que nos
ayudara a analizar el amplicén (productos obtenidos del proceso de la amplificacion)
por medio del marcador de peso molecular y colorante para &cidos 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 purificacién por medio del kit de purificacion de productos de PCR por pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccién de secuenciamiento.
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11.8 Reaccion de secuenciamiento
Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secueciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para la region de exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen BRCA1, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacion 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 reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 90-100 pL).

11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacién son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segtn el programa especifico para el gen a
analizar.

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 seguin bibliografia y protocolos internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El bidlogo encargado de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado para
determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la prueba,
con esa informacién, el médico genetista a cargo evalua el caso clinico y procede a
presentarlo al grupo de trabajo (bilogos y médicos genetistas), luego se realizara la
validacion multiple con por lo menos por 3 medicos genetistas y posterior impresion
de resultado en formato interno.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN BRCA2

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogénica Familiar en el Gen BRCA2.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 81217
- Cadigo Tarifario INEN: 210783

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién por
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen BRCA2 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
Diagnaostico y Tratamiento:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis, apoya en el analisis y realiza |a revision del caso y de las
variantes encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a 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, preparaciéon de geles, purificacion de productos de
PCR, reaccién de secuenciamiento, purificacion de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, analisis y emision de resultado.

- Tecnico/a 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.
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V. DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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 (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.

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

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

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

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.

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 deteccién.

Anilisis 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.
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- Linea germinal. - Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénico familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de Sindrome de de cancer de
mama/ovario hereditario o espectro fenotipico asociado a BRCA2, esta prueba sirve para
identificar individuos portadores y definir estrategias de control de riesgos y reduccién de
riesgos en estos portadores.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). —
-~ Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Voértex Genie
- Refrigeradora de 02 puertas
- Microcentrifuga refrigerada
- Espectrofotometro
-~ Congeladora de metal
- Equipo de aire acondicionado
- Analizador genético automatizado
- Termociclador
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroferesis de geles de agarosa
- Balanza pequenia digital
- Transiluminador

7.2 Instrumentales. -
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL -10 pL
- Micropipeta volumen variable 20 uL -200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 pL — 20 yL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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
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VIIl. SUMINISTROS

Insumos y material:

- Mascarilla descartable tipo N95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 mL

- Algodén hidréfilo x 500 g

- Aguja multiple para extracciéon 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.

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

— Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades

- Tips esteéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96 unidades

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

- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x2.5L

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

- Primer BRCA2-E13 F 5°-TTGAGCATCTGTTACATTCACTG

- Primer BRCA2-E13 R 5'-TTAACTGATTCGGAGCAATTTCCT

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 u

- Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 Mm (kit)

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

- Solucién tampon (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 ul

- Agarosa grado biologia molecular x 500 G

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento Bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccidbn de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- 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 unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades
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- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
Equipos biomédicos
Equipos de aire acondicionado
Equipos eléctricos

9.2. Servicios Puablicos:
- 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 desoxirribonucleico (ADN).

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.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente y protocolos propios del drea 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.

11.2 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.
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11.3

1.7

Procesamiento de la muestra

Proceso preanalitico 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.

Extraccion de ADN y cuantificacion

Se realiza a partir de 200 pL 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 &cido nucleico (ADN)
cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorémetro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor
este por encima de 600 ng/pl.

Amplificacén por PCR de regién de interés

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para la regién de exén a estudiar segun antecedente familiar del gen
BRCA2 por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima taq
ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad) y deoxinuclettidos dNTPs. El
proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos de calor en el termociclador
y se obtiene los productos amplificados de las regiones especificas.

Preparacion de gel con electroforesis

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

Purificacion del producto de PCR

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

Reaccion de secuenciamiento

Los productos de la purificaciéon son procesados con el Kit de secueciamiento Big
Dye terminator y primers especificos para la region de exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen BRCA2, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacién por medio de ciclos de calor.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

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

Pag. 6




PNT.DNCC. INEN. 060 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR
EN EL GEN BRCA2 V.01

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

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 pL).

11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampon buffer: Anodo y
Catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para el gen a
analizar.

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 segun bibliografia y protocolos internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El bidlogo/a encargado de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado para
determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la prueba,
con esa informacion, el médico genetista a cargo evalua el caso clinico y procede a
presentarlo al grupo de trabajo (bidlogos y médicos genetistas), luego se realizara la
validacién multiple con por lo menos por 3 médicos genetistas y posterior impresion
de resultado en formato interno.
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Xill. 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
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN VHL

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogénica Familiar en el Gen VHL.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cadigo CPMS (MINSA): 81404.04
- Cédigo Tarifario INEN: 210785

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion por
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen VHL 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:

z \- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: supervisa el
proceso, apoya en el analisis, apoya en el andlisis y realiza |a revision del caso y de las
variantes encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a 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, preparaciéon de geles, purificacién de productos de
PCR, reaccion de secuenciamiento, purificacion de secuenciamiento, secuenciamiento
genetico, analisis y emisién de resultado.

- Tecnico/a 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 regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.
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V. DEFINICION DE TERMINOS

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

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

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

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

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la 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 informacién genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monoémero, denominado
nucledtido.

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

- Acido ribonucleico (ARN). - Es una macromolécula que ayuda al ADN en las
funciones de trasmisién 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.

- 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 deteccién.

- Analisis de secuenciamiento. - Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacién del orden de los nucledtidos (A, C, G y T) en un
oligonucledtido de ADN.
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- Linea germinal. - Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de blusqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de sindrome de Von Hippel Lindau o
Espectro fenotipico asociado al gen VHL esta prueba sirve para identificar individuos
portadores y definir estrategias de control de riesgos y reducciéon de riesgos en estos
portadores.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). —
- Camara de flujo laminar, calse Il
- Centrifuga para tubos (02)
- Voértex genie
- Refrigeradora de 02 puertas
- Microcentrifuga refrigerada
- Espectrofotometro
- Congeladora de metal
- Equipo de aire acondicionado
- Analizador genético automatizado
- Termociclador
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroferesisi de geles de agarosa
- Balanza pequeria digital
- Transiluminador

7.2 Instrumentales. -

Micropipeta volumen variable 0.5 yL -10 pL
Micropipeta volumen variable 20 pL -200 pL
Micropipeta volumen variable 2 uL. — 20 uL
Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 pL

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
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VIil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Mascarilla descartable tipo N95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° X 500 mL

- Algodoén hidréfilo X 500 g

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 g X 1 In

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Papel toalla x 300 m

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Bolsa de polietileno 72 cm X 51 cm color rojo

- Mandilén descartable talla M

- Kit de extraccion de ADN genomico X 100 determinaciones

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 unidades

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

- Tips con filtro 1000 ul X 96 unidades

- Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 uL X 96 unidades

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

- Alcohol etilico (Etanol) 98.0% x 2.5 L

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorbmetro Qubit x 100
determinaciones

- Primer VHL EX1F: 5'-CGAAGACTACGGAGGTCGAC-3' X 1000 determinaciones

- Primer VHL EX1R: 5-GGCTTCAGACCGTGCTATCG-3' X 1000 determinaciones

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 U

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 Mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 Pb ladder) X 250 pL

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - EDTA10 X 1L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000 X 200 uL

- Agarosa grado biologia molecular X 500 G

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento Bigdye terminator V3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccidén de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucion tampon (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500
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- 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 unidades
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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

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 desoxirribonucleico (ADN).

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.

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
Sangre venosa: Realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.
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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
Proceso preanalitico 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 disposiciéon 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 extraccion 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 acido nucleico (ADN)
cuantificacion que se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena
para fluorometro y posterior medicion en el espectofotémetro, se espera que el valor
este por encima de 600 ng/pL.

11.5 Amplificacén por PCR de region de interés
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primeros
especificos para la region de exén a estudiar segun antecedente familiar del gen
VHL por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima taqg 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 Preparacion de gel con electroforesis
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 purificacién por medio del kit de Purificacion de productos de PCR por pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.
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11.8 Reaccién de secuenciamiento
Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secueciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para la regién de exén a estudiar segtn
antecedente familiar del gen VHL, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacién 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 yL).

11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segin el programa especifico para el gen a
analizar.

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 segun bibliografia y protocolos internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El bilogo encargado de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado para
determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la prueba,
con esa informacion, el médico genetista a cargo evalua el caso clinico y procede a
presentarlo al grupo de trabajo (bidlogos y médicos genetistas), luego se realizara la
validacion multiple con por lo menos por 3 médicos genetistas y posterior impresion
de resultado en formato interno.
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XIll. ANEXO

- Anexo N° 01. Control de cambios y mejoras.

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

Pag. 8



A
[=) ERU Sector

PNT.DNCC. INEN. 061 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR
EN EL GEN VHL V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnoéstico 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
ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA MODIFICACION Y
MEJORA

Se elabora PNT segun DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion de
1-9 Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural N°
276-2019-J/INEN

PAGINA

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN CDH1

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogenica Familiar en el Gen CDH1.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 81404.03
~ Cadigo Tarifario INEN: 210779

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién por
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen CDH1 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 revisién del caso y de las
variantes encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a 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, preparaciéon de geles, purificacion 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 regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

DEFINICION DE TERMINOS

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

- Puncién de médula d6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia 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.nen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe

Pag. 1




e Sector EJ
< i Salud INEN

PNT.DNCC. INEN. 062 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN CDH1 V.01
Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- 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 formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la 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
elevado peso molecular, formado por otra subunidad o monémero, denominado
nucledtido.

- Acido desoxirribonucleico (ADN). - Es un &cido nucleico que contiene las
instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los 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.

- 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.

- 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.

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

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de sindrome de cancer gastrico difuso
hereditario o el espectro fenotipico asociado al gen CDH1 esta prueba sirve para
identificar individuos portadores y definir estrategias de control de riesgos y reduccién de
riesgos en estos portadores.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase II
- Centrifuga para tubos
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- Voértex Genie 2 mixer, color blanco humo
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Espectrofotémetro

- Termaciclador

- Analizador genético automatizado

~ Congeladora de metal, color plomo

- Camara fotografica digital

- Céamara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

7.2 Instrumentales

Micropipeta volumen variable 0.5 yL — 10 uL
Micropipeta volumen variable 20 pL - 200 pL
Micropipeta volumen variable 2 pL - 20 pL
Micropipeta volumen variable 100 uL - 20 L

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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

VIil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Mascarilla descartable tipo N95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodén hidréfilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccién 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 cmx 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Papel toalla x 300 m
- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantaldn dril unisex talla M color celeste
- Pantaldn dril unisex talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
- Lentes protectores de policarbonato
- Mandilén descartable talla M
- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 unidades
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- Tips con filtro 1000 pL x 96 unidades

- Tips estéril con filtro 0.1 pL - 10 pL x 96 unidades

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

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

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

- Primer CDH1 12 F: 5'- M13F AAGGCAATGGGGATTCATTA-3'

-~ Primer CDH1 12 R: 5'- M13R ATTGAAAGGTGGGGATCTGG-3'

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 u

- Deoxinucleétidos dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 pb Ladder) x 250 pL

- Solucién tampoén (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 pL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento Bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

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

- Solucién tampodn (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucién tampon (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Microplaca de polipropileno 96 pocillos para analizador genético abi 3500

- Reactivo para condicionamiento analizador genetico 3500

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

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

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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. 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.

10.2. Sistema biolégico
Acidos nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).

10.3. Recipiente
Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
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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.

XIl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente y protocolos propios del Area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

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

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 Biélogo/a.

11.3 Procesamiento de la muestra
Proceso preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.

11.4 Extracciéon de ADN y cuantificacion

Se realiza a partir de 200 pL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y el método de columnas: centrifugacién 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 fluorémetro y posterior medicion en el espectrofotémetro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/pL.

11.5 Amplificacion por PCR de regién de interés
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para la region de exén a estudiar segln antecedente familiar del gen
CDH1 por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima tag
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 con electroforesis
Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer tris acetato EDTA (TAE) que nos
ayudara a analizar el amplicén (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.
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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 pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccién de secuenciamiento.

11.8 Reaccién de secuenciamiento
Los productos de la purificacion son procesados con el kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para la region de exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen CDH1, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacion 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 pL).

11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para el gen a
analizar.

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 evaluacién 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 segln bibliografia y protocolos internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El/La Bi6logo/a encargado/a de la prueba analizara la secuencia del exon estudiado
para determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la
prueba, con esa informacion, el médico genetista a cargo evalda el caso clinico y
procede a presentarlo al grupo de trabajo (bidlogos y médicos genetistas), luego se
realizara la validacién miltiple por lo menos por tres médicos genetistas y posterior
impresién de resultado en formato interno.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Post, Rachel S. van der, Ingrid P. Vogelaar, Fatima Carneiro, Parry Guilford, David
Huntsman, Nicoline Hoogerbrugge, Carlos Caldas, et al. «Hereditary Diffuse Gastric
Cancer: Updated Clinical Guidelines with an Emphasis on Germline CDH1 Mutation
Carriers». Journal of Medical Genetics 52, n.o 6 (junio de 2015): 361-74.
https://doi.org/10.1136/jmedgenet-2015-103094.

. International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic
sequence of the human genome. Nature. 2004 Oct 21,431(7011):931-45

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

Pag. 6




g - Sector B g -

PNT.DNCC. INEN. 062 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN CDH1 V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnaostico y Tratamiento

Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

3. Moreira-Nunes, Caroline Aquino, Mariceli Baia Le&do Barros, Barbara do Nascimento
Borges, Raquel Carvalho Montenegro, Leticia Martins Lamaréo, Helem Ferreira Ribeiro,
Amanda Braga Bona, et al. «Genetic Screening Analysis of Patients with Hereditary
Diffuse Gastric Cancer from Northern and Northeastern Brazil». Hereditary Cancer in
Clinical Practice 12, n.o 1 (2014): 18. https://doi.org/10.1186/1897-4287-12-18.

4. Richards et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015
May;17(5):405-24.

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

Pag. 7




;-:: 7 Sector Loy

PNT.DNCC. INEN. 062 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN CDH1 V.01

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico 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

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

5 FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA | DESCRIPCION az:g&on":'“c'om ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion de
01 1-8 Documentos Normativos en el 10/08/2020 ML, Prmein Niore

Alferez

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 8




o4 Sector nalde = 1 i
Salud B opldsitas b Sk L nen

PNT.DNCC. INEN. 063 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN TP53 V.01
Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia
Eauipo Funcional de Genética v Bioloaia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN TP53

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogénica Familiar en el Gen TP53.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cadigo CPMS (MINSA): 81404.07
- Cadigo Tarifario INEN: 210787

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion por
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen TP53 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, apoya en el analisis y realiza la revision del caso y de las
variantes encontradas, asi como vélida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccién y cuantificacién
de ADN, amplificacion por PCR, preparacion de geles, purificacién de productos de
PCR, reaccion de secuenciamiento, purificacién de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, analisis y emision de resultado.

- Técnico/a 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.

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.

/”}:{if;Ef;‘};'“\\ - Puncién de médula 6sea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
Vs '—*-—'\@3}--_ una pequefa cantidad de médula ésea en forma liquida para su analisis.
'é&”’ o8, TRer L
L
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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
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

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

- 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 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 transmisién 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 amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico para identificar gérmenes
microscépicos que causan enfermedades.

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

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

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de Sindrome de Li Fraumeni o Espectro
fenotipico asociado al gen TP53 (1) esta prueba sirve para identificar individuos portadores
y definir estrategias de control de riesgos y reduccién de riesgos en estos portadores.
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Vil. 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

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

-  Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

- Computadora

Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 yL -10 pL
- Micropipeta volumen variable 20 pL -200 pL
- Micropipeta volumen variable 2 pyL - 20 pyL

- Micropipeta volumen variable 100 pL - 20 pyL

Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Méddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

-  Silla fija de metal con brazos

-  Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal

sYIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Mascarilla descartable tipo N95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodon hidréfilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 in
- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
-  Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m
-  Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Papel toalla x 300 m
- Jabon germicida liquido con 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
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- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

-  Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

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

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

- Tips con filtro 1000 pL x 96 unidades

- Tips estéril con filtro 0.1 pL - 10 uL x 96 unidades

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

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

- Primer P53 EXON 2-3 F: 5-CAGGGTTGGAAGTGTCT-3' X 1000
determinaciones

- Primer P53 EXON 2-3 R: 5-GGACTGTAGATGGGTGAA-3' X 1000
determinaciones

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad X 100 unidades

- Deoxinucleétidos dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 pb Ladder) x 250 uL

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - EDTA10xx 1L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 uL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento Bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucion tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucion tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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
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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.

10.2. Sistema biolégico
Acidos nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).

10.3. Recipiente
Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.

10.4. Conservaciéon 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.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente y protocolos propios del Area de Biologia
Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

111 Toma de muestra
Sangre venosa: Realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

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/la Bidlogo/a.

11.3 Procesamiento de la muestra
Proceso preanalitico 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 pL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
gendémico y el método de columnas: centrifugacién y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pellet que contiene el &cido 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 medicién en el espectrofotémetro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/pL.
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11.5 Amplificacién por PCR de region de interés
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para la region de exon a estudiar segun antecedente familiar del gen
TP53 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.

11.6 Preparacion de gel con electroforesis
Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que
ayudara a analizar el amplicén (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.

11.7 Purificacién del producto de PCR
En caso de los productos donde se confirme amplificacion, estos pasan al proceso
de purificacion por medio del kit de purificacion de productos de PCR por pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccién 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 exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen TP53, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacion 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 reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenadante (vol. 90 — 100 pL).

11.10 Secuenciamiento genético .
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampoén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para el gen a
analizar.

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 segun bibliografia y protocolos internos.
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11.12 Elaboracion y entrega de resultado
Ellla Bi6logo/a encargado/a de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado
para determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la
prueba, con esa informacion, el médico genetista a cargo evalua el caso clinico y
procede a presentarlo al grupo de trabajo (bidlogos y médicos genetistas), luego se
realizara la validacion mdltiple con por lo menos por 3 médicos genetistas y
posterior impresién de resultado en formato interno.
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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 MODIFICACION Y
MEJORA

Se elabora PNT segin DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién de
1-8 Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucion Jefatural N°
276-2019-J/INEN

VERSION | PAGINA

M.C. Pamela Mora
Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN MLH1

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Variante
Patogénica Familiar en el Gen MLH1.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cadigo CPMS (MINSA): 81293
- Cadigo Tarifario INEN: 210780

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccién por
Secuenciamiento de Variante Patogénica Familiar en el Gen MLH1 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:

- Meédico 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/a 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, preparacion de geles, purificacion de productos de
PCR, reaccién de secuenciamiento, purificacién de secuenciamiento, secuenciamiento
genético, analisis y emision de resultado.

- Técnico/a 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.

DEFINICION DE TERMINOS

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

neoplasias.
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- Puncién de médula ésea. - Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequefia 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 someterla a estudio.

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

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

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

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

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

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.

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

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.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de Sindrome de Lynch o Espectro
fenotipico asociado a gen MLH1 (1) esta prueba sirve para identificar individuos
portadores y definir estrategias de control y reduccion de riesgos en estos portadores.
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Vil. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos
— Voértex Genie 2 mixer, color blanco humo
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Espectrofotémetro
- Termociclador
- Analizador genético automatizado
- Congeladora de metal, color plomo
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital
- Transiluminador
- Computadora

7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 pyL -10 pL
- Micropipeta volumen variable 20 uL -200 pL
- Micropipeta volumen variable 2 pL - 20 pL
- Micropipeta volumen variable 100 pL - 20 pyL

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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

ViIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Mascarilla descartable tipo N95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodon hidréfilo x 500 g
- Aguja miltiple para extraccién de sangre al vacio22 gx 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.
- Papel toalla x 300 m
- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste

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

Pag. 3




" O Sector
h ; Salud

PNT.DNCC. INEN. 064 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN MLH1 V.01
Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

- Pantalén dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamario A4

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

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

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

- Tips con filtro 1000 pL x 96 unidades

- Tips estéril con filtro 0.1 yL - 10 pL x 96 unidades

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

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

— Calibrador para ADN de cadena doble para fluorébmetro qubit x 100
determinaciones

— Primer MLH1 EX10 F: 5-CCTGTGACCTCACCCC-3' X 1000 determinaciones

- Primer MLH1 EX10 R: 5'-GAGCCTGATAGAACATCTG-3' X 1000 determinaciones

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 umol en concentracién 100 mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 pb Ladder) x 250 pL

- Solucién tampdn (buffer) tris acetato - EDTA 10x x 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 pL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

- Kit de secuenciamiento Bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccidbn de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tamp6n (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

9.2. Servicios Piblicos:
- Agua
- Luz
Teléfono
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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.

10.2. Sistema bioldgico
Acidos nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).

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.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita previamente 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.

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

11.3 Procesamiento de la muestra
Proceso preanalitico 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 pL de sangre total por medio del kit de extraccién de ADN
gendmico y el método de columnas: centrifugacién 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 fluorémetro y posterior medicién en el espectrofotometro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/pL.
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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 regién de exén a estudiar segun antecedente familiar del gen
MLH1 por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacién (Enzima taq
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 Preparacién de gel con electroforesis
Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que
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 purificacién por medio del kit de purificacion de productos de PCR por 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 exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen MLH1, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacién 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 reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenadante (vol. 90 — 100 pL).

11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampoén buffer: éanodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segin el programa especifico para el gen a
analizar.

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 segun bibliografia y protocolos internos.
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11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El/la Bidlogo/a encargado de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado
para determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la
prueba, con esa informacion, el Médico Genetista a cargo evalla el caso clinico y
procede a presentarlo al grupo de trabajo (biélogos y médicos genetistas), luego se
realizara la validacion mdiltiple con por lo menos por 3 médicos genetistas y
posterior impresion de resultado en formato interno.
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\%‘J Xill. 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
ELABORACIO |  AUTORZA
VERSIO | PAGIN DESCRIPCION DE LA N ELABORACION
N A MODIFICACION Y MEJORA (ACTUALIZACI (ACTUJ:;IZACIO
ON)

Se elabora PNT segun DA N°

001-2019-INEN/DICON/DNCC

“Lineamientos para la elaboracion

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela
i 18 Instituto Nacional de 100B/2020 Mora Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucién Jefatural N° 276-

2019-J/INEN
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN MSH2

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de deteccion por secuenciamiento de variante patogénica
familiar en el gen MSH2,

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cobdigo CPMS (MINSA): 81296
- Cddigo Tarifario INEN: 210781

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de deteccién por
secuenciamiento de variante patogénica familiar en el gen MSH2 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 anadlisis y realiza la revision del caso y de las variantes
encontradas, asi como valida los resultados impresos en fisico.

- Bidlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccién y cuantificaciéon
de ADN, amplificacion por PCR, 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 regulaciéon de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

- Muestra de sangre periférica. - Parte de sangre que se considera representativa del
total y que se consigue con ciertos métodos para someterla a estudio.
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- Solucién anticoagulante. - Solucién que impide la coagulacion de la sangre, evitando
por tanto la formacién de coagulos o impidiendo su crecimiento y favoreciendo su
disolucién (desaparicion) en caso de que ya se hayan formado.

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). - Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
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 otra subunidad o monémero, denominado
nucledétido.

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

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

- 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.

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

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

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogenica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de Sindrome de Lynch o Espectro
fenotipico asociado al gen MSH2 esta prueba sirve para identificar individuos portadores y
definir estrategias de control de riesgos y reduccién de riesgos en estos portadores

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). -
- Céamara de flujo laminar, clase I
- 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

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

7.2 Instrumentales

Micropipeta volumen variable 0.5 yL -10 pL
Micropipeta volumen variable 20 pL -200 pL
Micropipeta volumen variable 2 pL — 20 uL
Micropipeta volumen variable 100 pL — 20 uL

1

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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

lll. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Mascarilla descartable tipo N95
- Guante para examen descartable talla S
- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 mL
- Algodon hidrofilo x 500 g
- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 g x 1 in
- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA
- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5 cm x 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Papel toalla x 300 m
- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén dril unisex talla M color celeste
- Pantalén dril unisex talla S color celeste
- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
- Lentes protectores de policarbonato
- Kit de extraccion de ADN gendémico x 100 determinaciones
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 0.1 pL - 10 pL x 96 unidades
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Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

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

Primer MSH2 EX6 F: 5'-GTTTTCACTAATGAGCTTGC-3' X 1000 determinaciones
Primer MSH2 EX6 R: 5'-GTGGTATAATCATGTGGG-3' X 1000 determinaciones
Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
Deoxinucleotidos dntps 4 x 40 umol en concentracion 100 mm (kit)

Marcador de peso molecular (100 pb Ladder) x 250 L

Solucién tampoén (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1L

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

Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

Kit de secuenciamiento Bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

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

Solucién tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
Solucién tampoén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
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 unidades

Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades
Arreglo de 8 capilares para analizador genético ABI 3500

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
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 bioldgico
Acidos nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente

Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
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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 4 hrs.; tempos 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:

111 Toma de muestra
Sangre venosa: Realizada por personal técnico designado en el Area de Trabajo
Toma de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

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

11.3 Procesamiento de la muestra
Proceso preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo I,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicion de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacién

Se realiza a partir de 200 pL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y el método de columnas: centrifugacién 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 fluorémetro y posterior medicién en el espectrofotometro, se espera que el
valor este por encima de 600 ng/pL.

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 exén a estudiar seglin antecedente familiar del gen
MSH2 por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq
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 con electroforesis:
Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que nos
ayudara a analizar el amplicén (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.
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11.7 Purificacién del producto de PCR
En caso de los productos donde se confirme amplificacién, estos pasan al proceso
de purificacién por medio del kit de purificacién de productos de PCR por pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccidn de secuenciamiento.

11.8 Reaccion de secuenciamiento
Los productos de la purificacién son procesados con el Kit de secuenciamiento Big
Dye Terminator y primers especificos para la region de exén a estudiar segun
antecedente familiar del gen MSH2, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacion por medio de ciclos de calor.

11.9 Purificacion de secuenciamiento
oo Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
S 'E{O\\\ para purificacion de productos de reaccién de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenadante (vol. 80 — 100 pL).
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11.10 Secuenciamiento genético
Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampoén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para el gen a
analizar.

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 segun bibliografia (4) y protocolos internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado
El/lla biélogo/a encargado de la prueba analizara la secuencia del exén estudiado
para determinar la presencia de la variante familiar y elaborara el resultado de la
prueba, con esa informacion, el médico genetista a cargo evalla el caso clinico y
procede a presentarlo al grupo de trabajo (bidlogos y médicos genetistas), luego se
realizara la validacion multiple con por lo menos por tres medios genetistas y
posterior impresion de resultado en formato interno.
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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 MODIFICACION Y
MEJORA

Se elabora PNT segun DA N° 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboraciéon de
01 1-8 | Documentos Normativos en el 10/08/2020
Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (Resolucién Jefatural N°
276-2019-J/INEN

VERSION | PAGINA

M.C. Pamela Mora
Alferez

T ANENF
BMEA oS

™,
' h
S AN
[ 1
o fu AR
<t |- = IS
z )
¢

V& .
F/Esy
(&
3
fi(g 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

c‘l_:\‘ ‘r‘!
N TR Pag. 8
N\Qf_"ﬁlw



— ” T e
= Sector ‘ Ed

o Salud it 3 INEN

b Stk PR, T RELRE e

PNT.DNCC. INEN. 066 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE MUTACIONES EN EL EXON 23 DEL GEN DNMT3 V.01
Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE MUTACIONES EN EL EXON 23 DEL GEN DNMT3

l.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de trabajo de Deteccion por Secuenciamiento de Mutaciones
en el Exén 23 del Gen DNMT3.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cabdigo CPMS (MINSA): 81404.08
- Codigo Tarifario INEN: 210790

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccion por
Secuenciamiento de Mutaciones en el Exon 23 del Gen DNMT3 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.

- Bidlogo/a del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra, extraccién y cuantificacion
de ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos, analisis y emision de resultado.

- Técnico/a 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.

- Meédico Oncélogo del Departamento de Oncologia Médica y Departamento de
Oncologia Pediatrica: se encargan de la toma de muestra por medio de aspirado de
médula ésea.

- 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.

DEFINICION DE TERMINOS

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

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

- 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 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.

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

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

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

- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). - Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacién de un fragmento de ADN/cCADN especifico para identificar gérmenes
microscopicos que causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacion de riesgo (pronéstico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales
(The 2016 revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms
and acute leukemia).

. EQUIPAMIENTO

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

- Centrifuga para tubos.

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex Genie 2 mixer, color blanco humo.
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Espectrofotémetro

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Céamara fotografica digital
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Camara de electroforesis horizontal

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

Transiluminador

7.2 Instrumentales. -

Micropipeta volumen variable 0.5 pL - 10uL
Micropipeta volumen variable 20 pL -200 pL
Micropipeta volumen variable 2 yL — 20 pyL
Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 pL

1

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
- Moddulo para computadora enchapado en melamine

VIil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Mascarilla Descartable Tipo N95

- Guante Para Examen Descartable Talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° X 500 mL

- Algodon hidrofilo X 500 G

- Aguja multiple para extraccion de sangre al vacio 22 G X 1 In

- Tubo plastico 3 mL para extraccién al vacio con EDTA

- Esparadrapo antialérgico de papel 2.5cm X 9.1 m

- Gel antibacterial para manos X 1 L aprox.

- Papel toalla X 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan X 800 mL

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantalon dril unisex talla M color celeste

- Pantalon dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL X 500 unidades
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL X 1000 unidades
- Tips con filtro 1000 Ul X 96 unidades

- Tips esteéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul X 96 unidades

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

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

- Alcohol etilico (etanol) 98% x 2.5 L

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

Pag. 3




0§

: Sector
{ J, Salud

PNT.DNCC. INEN. 066 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DETECCION
POR SECUENCIAMIENTO DE MUTACIONES EN EL EXON 23 DEL GEN DNMT3 V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnoéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia
Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

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

- Primer DNMT3AF 5-TCCTGCTGTGTGGTTAGACG-3'

- Primer DNMT3A R 5'-ACAGAAAACCCCTCTGAAAAG -3'

- Enzima taqg ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades

- Deoxinucledtidos dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

- Marcador de peso molecular (100 pb Ladder) x 250 pL

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1 L

- Colorante para acidos nucleicos (ADN) en gel de agarosa 10 000x x 200 pL

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades

~ 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

. Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

. Servicios Plblicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

/77 X. MUESTRA

10.1. Obtencion de la muestra
Sangre venosa: Se realiza en el Area de Trabajo de Toma de Muestra del Equipo
Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

Médula ésea: Es realizado por 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.

10.2. Sistema bioldgico
Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).
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10.3. Recipiente
Sangre venosa: Tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula 6sea: 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 y bibliografia actual 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 o&sea: realizada por el Médico Oncoélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento
de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del Equipo Funcional de
Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina Oncoldgica 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 preanalitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con bioseguridad tipo II,
limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de trabajo con la
disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o medula 6sea.

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 yL de sangre total y o medula ésea por medio del kit de
extraccion de ADN genomico y el método de columnas: centrifugacién 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 fluorémetro y posterior medicion en el espectrofotometro, se
espera que el valor este por encima de 600 ng/uL.

11.5 Ampilificacion de regién de interés
Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para el exén 23 del gen DNMT3 y 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
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11.6

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

Preparacion del gen con electroforesis

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que nos
ayudara a analizar el amplicén (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.

Purificacion 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 pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

Reaccion de secuenciamiento

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para el exén 23 del gen DNMT3, los
productos obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion por medio de
ciclos de calor.

Purificacion de secuenciamiento

Los productos de la reaccién de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenadante (vol. 80 = 100 pL).

11.10 Secuenciamiento genético

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampon buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero pop 7; luego se inicia
la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las regiones a
analizar.

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 para definir la presencia/ausencia de
variantes a nivel del exén 23 del gen DNMT3 segun bibliografia y protocolos
internos.

11.12 Elaboracion y entrega de resultado

Ellla Bidlogo/a encargado de la prueba analizara la secuencia del exon 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luege el médico genetista a cargo evalla la “clasificacion”
de la variante encontrada y validara el resultado de la prueba.
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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
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(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

DESCRIPCION DE LA MODIFICACION Y

VERSION | PAGINA MEJORA

Se elabora PNT segin DA N°® 001-
2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracion de
1-8 Documentos Normativos en e
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Neoplasicas (Resolucion Jefatural N°
276-2019-J/INEN

M.C. Pamela Mora
Alferez

10/08/2020
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES
POR SECUENCIAMIENTO DEL EXON 4 DEL GEN IDH1

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutaciones por secuenciamiento del exén 4
del gen IDH1.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cébdigo CPMS (MINSA): 81404.01
- Cédigo Tarifario INEN: 210775

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién de
mutaciones por secuenciamiento del exén 4 del gen IDH1, 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra,
extraccion y cuantificacion de ADN, amplificacién por PCR, andlisis de fragmento,
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.

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

- Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirlrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el blogue de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Meédico Cirujano/ Cirujano Oncélogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtirgica).

- 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.
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GEN IDH1 V.01
Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnoéstico y Tratamiento

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, y 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
elevado peso molecular, formado por ofra subunidad o monémero, denominado
Nucleétido.

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

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

Desparafinacion; Eliminacion 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.

Linea somatica: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica

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.

Solucion salina: Solucion esterilizada de agua y cloruro sédico que es isotdnica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

Tejido fresco: Muestra de tejido biolégico obtenida por diferentes métodos: raspado
cervical o biopsia.

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

Reaccidén 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 gue causan enfermedades.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacion de riesgo (pronostico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; asi como diagnéstico y gradacion de
riesgo (pronodstico) en tumores del sistema nervioso central en pacientes pediatricos,
segun guias actuales (1).

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase Il
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- Centrifuga para tubos
- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.
- Microcentrifuga refrigerada
- Espectrofotdmetro
- Microtomo de rotacion
- Termociclador
- Analizador genético automatizado
- Congeladora de metal, color plomo
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequena digital
- Transiluminador
- Computadora
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL

- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL

- Micropipeta volumen variable 100 ulL — 20 uL
Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Méddulo de melanina para computadora

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

o VIil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 L

- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L

- Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabén germicida liquido x 800 mL
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- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Mandildn descartable talla estandar

- Aguja hipodérmica descartable N°21gx 1 1/2 In

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

- Hoja de bisturi descartable N° 22

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000 unidades
- XilolQ.P.x1L

- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 g x 1/2 In

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades

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

- PRIMER IDH1.2 F: 5-TGAGAAGAGGGTTGAGGAGTT-3'

- PRIMER IDH1.2 R: 5-AACATGCAAAATCACATTATTGCC-3'

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - edta 10x x 1 L

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

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificaciéon de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucion tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

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

Pag. 4




Sector ;-
Salud

PNT.DNCC.INEN. 067 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE MUTACIONES POR SECUENCIAMIENTO DEL EXON 4 DEL
GEN IDH1 V.01

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

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: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.
10.2. Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) viral.
10.3. Recipiente:

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

- Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio

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

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

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

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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111 Toma de muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma
de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.

- Meédula Osea: es realizado por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncologica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Tejido embebido en parafina (TEEP). muestra obtenida del &area de
conservacion del Equipo Funcional de Patologia Quirargica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

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

11.2 Registro de la muestra:

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

11.3 Revision de laminas:

Realizado por el Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y
Necropsia, debe definir regiones con mas 10 % de carga tumoral.

11.4 Cortes de tejido:

Luego de identificar la region a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5u
del bloque de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.

11.5 Desparafinizaciéon de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacion.

11.6 Aislamiento de ADN:

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
los pellets obtenidos contienen el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

11.7 Extraccién y cuantificacién de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y
posterior medicion en el espectrofotdmetro.

11.8 Reaccidn en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para el exén 4 del gen IDH1 por medio del uso de enzima polimerasa
para la amplificacion (Enzima taq ADN polimerasa termiactivable de alta fidelidad) y
deoxinucleétidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos
de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de la regién
especifica.
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11.9 Sistema de electroforesis horizontal:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
a analizar el amplicén (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.

11.10 Purificacion del producto de PCR:

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

Reaccion de Secuenciamiento:

Los productos de la purificaciéon son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para el exén 4 del gen IDH1, los productos
obtenidos son llevados al termociclador para amplificaciéon por medio de ciclos de
calor.

Purificacion de Secuenciamiento:

Los productos de la reaccién 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. 90-100uL).

Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacién son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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
variantes a nivel del exén 4 del gen IDH1 segln bibliografia (3)(4) y protocolos
internos.

11.15 Elaboracién y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del exén 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evallia la
“clasificaciéon” de la variante encontrada y validara el resultado de la prueba.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA ot el 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
s Instituto Nacional de 10/08/2020 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

(Resolucién Jefatural N° 276-
2018-J/INEN.

SuiaiS

(0]

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 9






|~y

o Lo E T

Sector
Salud

PNT.DNCC.INEN. 068 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO D
DETECCION DE MUTACIONES POR SECUENCIAMIENTO DEL EXON 4 DEL
GEN IDH2 - 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 MUTACIONES
POR SECUENCIAMIENTO DEL EXON 4 DEL GEN IDH2

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccién de mutaciones por secuenciamiento del exon 4
del gen IDH2.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81404.02
- Codigo Tarifario INEN: 210776

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutaciones por secuenciamiento del exén 4 del gen IDH2, 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:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccién y cuantificacion de ADN, amplificacién por PCR, analisis de fragmento,
anadlisis 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.

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

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

- Medico Cirujano/Cirujano Oncdlogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

- 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.

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
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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 érganos vivos y
algunos virus, y 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 informacion 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 de sintesis de proteinas.

- Analisis 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
oligonucleodtido de ADN.

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

- Linea somatica: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de laboratorio que consiste en
la amplificacién de un fragmento de ADN/cADN especifico, para identificar gérmenes
microscépicos que causan enfermedades.

: 'btj i “_‘m%h\?

- Solucién salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sédico que es isoténica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

- Tejido fresco: Muestra de tejido biolégico obtenida por diferentes métodos: raspado
cervical o biopsia.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacion de riesgo (pronéstico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; asi como diagnéstico y gradacién de
riesgo (prondstico) en tumores del sistema nervioso central en pacientes pediatricos,
segun guias actuales (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase Il
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- Centrifuga para tubos

- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.

- Espectrofotometro

-~ Microtomo de rotacion

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Computadora
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL

- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

-~ Mobdulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Viil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Alcohol etilico (Etanol) 70°x 1 L

- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x2.5 L

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla S

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Tacho de plastico 25 L aprox.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Mandiléon descartable talla estandar

- Aguja hipodérmica descartable N°21 G x 1 1/2 In

- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50 unidades
- Hoja de bisturi descartable N° 22

~  Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades

- XilolQP.x1L

- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 g x 1/2 In

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades

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

- PRIMER IDH2.2 F: 5'-TGAGAAGAGGGTTGAGGAGTT-3'

- PRIMER IDH2.2 R: 5'-AACATGCAAAATCACATTATTGCC-3'

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucion tampén (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampdn (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

. 9.1 Servicios Técnicos:

e INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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9.2

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

- Equipos biomédicos

- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos

Servicios Publicos:

10.1.

10.2,

10.3.

10.4.

Agua

Luz
Teléfono

i~ X- MUESTRA

':.
3(05 r;&}

Obtencion de la muestra:

Sangre venosa: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

Médula Osea: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncol6gica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica

Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

Sistema biol6gico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) viral.

Recipiente:

Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Medula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
Tejido fresco: frasco estéril y cloruro de sodio 9/1000.

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

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.

Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

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:

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.1 Toma de muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma
de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.

- Médula Osea: es realizado 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.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de
conservaciéon del Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncdlogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

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.

Revision de laminas:

Realizado por el Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y
Necropsia, debe definir regiones con mas 10 % de carga tumoral.

Cortes de tejido:

Luego de identificar la region a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5u
del bloque de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.

Desparafinizacion de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacion.

Aislamiento de ADN

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccion de ADN
genomico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
los pellets obtenidos contienen el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

Extraccion y cuantificacion de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorometro y
posterior medicion en el espectrofotometro.

Reaccion en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para el exon 4 del gen IDH2 por medio del uso de enzima polimerasa
para la amplificacion (Enzima taq ADN polimerasa termiactivable de alta fidelidad) y
deoxinucledtidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de ciclos
de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de la region
especifica.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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11.9 Sistema de electroforesis horizontal:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
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.

11.10 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 pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccién de secuenciamiento.

11.11 Reaccioén de Secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para el exén 4 del gen IDH2, los productos
obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion por medio de ciclos de
calor.

11.12 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).

11.13 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampon buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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 (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit para definir la presencia/ausencia de
variantes a nivel del exén 4 del gen IDH2 segln bibliografia (3)(4) y protocolos
internos.

11.15 Elaboracion y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del exén 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalia la
“clasificacion” de la variante encontrada y valida el resultado de la prueba.
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IENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA MO%T;ET;%‘S'\“, e 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

=l 1-9 Instituto Nacional de 10/08/2020 Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 9, 11, 13 Y 17 DEL GEN CKIT (GIST u otros)

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccién por secuenciamiento de los exones 9, 11, 13 y
17 del gen CKIT (GIST u otros).

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81404.06
- Codigo Tarifario INEN: 210777

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion por
secuenciamiento de los exones 9, 11, 13 y 17 del gen CKIT (GIST u otros), 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informéatica SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccion y cuantificacion de ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos,
analisis y emisién de resultado.

- Médico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Medico Cirujano/Cirujano Oncoélogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

- 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, y 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
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Vi,

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 otra subunidad o monémero, denominado
Nucleotido.

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

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

- Linea somatica: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica

- 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: Muestra de tejido biolégico obtenida por diferentes métodos: raspado
cervical o biopsia.

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

- 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.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variantes en los exones 9, 11, 13 y 17 del gen CKIT, utilizado
para diagnoéstico y gradacion de riesgo (pronéstico) y uso de terapias target (inhibidores
tirosino kinasa) en tumores del estroma gastrointestinal (GIST), melanoma y otras
neoplasias en pacientes pediatricos y adultos, segln guias actuales (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.
- Espectrofotometro
- Microtomo de rotacion
- Termociclador
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- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Computadora
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL

- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Moddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Fll. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabdn germicida liquido x 800 mL
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Mandilén descartable talla estandar
- Aguja hipodérmica descartable N°21 G x 1 1/2In
- Hoja de bisturi descartable N° 22
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- XilolQ.P.x1L
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- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 g x 1/2 In

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
~  Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades

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

-  Primer C-KIT EXON 9 F:. 5- TCCTAGAGTAAGCCAGGGCTT-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer C-KIT EXON 9 R: 5'- TGGTAGACAGAGCCTAAACATCC-3" X 1000
Determinaciones

- Primer C-KIT EXON 11 F: 5-GTGCTCTAATGACTGAGAC-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer C-KIT EXON 11 R: 5- TACCCAAAAAGGTGACATGG-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer C-KIT EXON 13 F: 5- GACATCAGTTTGCCAGTTGT-3' X 1000
Determinaciones

- Primer C-KIT EXON 13 R: 5- TGTTTTGATAACCTGACAGAC-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer C-KIT EXON 17 F. 5- ATGGTTTTCTTTTCTCCTCC-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer C-KIT EXON 17 R: 5- TACATTATGAAAATCACAGG-3' X 1000
Determinaciones

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleotidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampon (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
9.2 Servicios Piblicos:
- Agua
-~ Luz
- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.
10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente:

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

- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

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:

111 Toma de muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del &rea de
conservacion del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncélogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.
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11.2

11.3

1.4

11.5

11.6

1.7

11.8

11.10

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.

Revision de laminas:

Realizado por el Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y
Necropsia, debe definir regiones con mas 10 % de carga tumoral.

Cortes de tejido:

Luego de identificar la region a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5 u
del bloque de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.

Desparafinizacion de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacion.

Aislamiento de ADN:

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccion de ADN
genémico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
los pellets obtenidos contienen el &cido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

Extraccion y cuantificacién de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorometro y
posterior medicién en el espectrofotometro.

Reaccion en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para los exones 9, 11, 13 y 17 del gen CKIT por medio del uso de
enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima tag 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 el producto amplificado de la regién especifica.

Sistema de electroforesis horizontal:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
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.

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 pasos de
centrifugacién y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

Reaccion de Secuenciamiento:

Los productos de la purificacién son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para los exones 9, 11, 13 y 17 del gen
CKIT, los productos obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion por
medio de ciclos de calor.
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11.12 Purificacion de Secuenciamiento:

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

11.13 Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con Ia
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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 (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit para definir la presencia/ausencia de
variantes a nivel de los exones 9, 11, 13 y 17 del gen CKIT segun bibliografia (3)(4)
y protocolos internos.

11.15 Elaboracion y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del ex6n 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalia la
“clasificacion” de la variante encontrada y valida el resultado de la prueba.
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Xlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.

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

Pag. 7




Sector ;
Salud _

PNT.DNCC.INEN. 069 PROC
DETECCION POR SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 9, 11,13 Y 17 DEL
GEN CKIT (GIST u otros) - V.01

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

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA Mo%'f;g'}g’lg'ﬂ e Y 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 /o020 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 12, 14 y 18 DEL GEN PDGFRa (GIST u otros)

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccién por secuenciamiento de los exones 12, 14 y 18
del gen PDGFRa (GIST u otros).

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81404.05
- Codigo Tarifario INEN: 210778

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion por
secuenciamiento de los exones 12, 14 y 18 del gen PDGFRa (GIST u otros), en el drea 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:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular; se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

- Bi6logo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccion y cuantificacion de ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos,
analisis y emision de resultado.

- Medico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacién de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Medico Cirujano/Cirujano Oncélogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

- 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.

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, y 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
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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 otra subunidad o monoémero, denominado
Nucleotido.

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

- 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 — 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.

- Linea somética: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica

- Solucion salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sédico que es isotonica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

- Tejido fresco: Muestra de tejido biolégico obtenida por diferentes métodos: raspado
cervical o biopsia.

- Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): Tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacién estructural.

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

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de busqueda de variantes en los exones 12, 14 y 18 del gen PDGFRa, utilizado
para diagnostico y gradacion de riesgo (pronéstico) y uso de terapias target (inhibidores
tirosino kinasa) en tumores del estroma gastrointestinal (GIST) y otras neoplasias en
pacientes pediatricos y adultos, segun guias actuales (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Camara de flujo laminar, clase |

- Centrifuga para tubos

- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.
- Espectrofotometro

- Microtomo de rotacion

- Termociclador
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- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Computadora
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL

- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL

- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL

- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Mddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla S

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabon germicida liquido x 800 mL

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Mandilén descartable talla estandar

- Aguja hipodérmica descartable N°21 G x11/2 In

- Hoja de bisturi descartable N° 22

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- XilolQP.x1L

ACHA
08

—
N .
o —

= b

2 l j 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
e

N

\%

Pag. 3




Sector :
Salud

PNT.DNCC.INEN. 070 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION POR SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 12,14 y 18 DEL GEN
PDGFRa (GIST u otros) - V.01

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

- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 g x 1/2 In

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorébmetro Qubit x 100
determinaciones

-~ Primer PDGRFa EXON 12 F: 5- TCCAGTCACTGTGCTGCTTC-3' X 1000
Determinaciones

- Primer PDGRFa EXON 12 R: 5'- GCAAGGGAAAAGGGAGTCTT-3' X 1000
Determinaciones

- Primer PDGRFa EXON 14 F: 5- CAGGAAGTTGGTAGCTCAGC-3' X 1000
Determinaciones

-  Primer PDGRFa EXON 14 R: 5- CCAGTGAAAATCCTCACTCCA-3' X 1000
Determinaciones

—  Primer PDGRFa EXON 18 F: 5- ACCATGGATCAGCCAGTCTT-3' X 1000
Determinaciones

- Primer PDGRFa EXON 18 R: 5'- TGAAGGAGGATGAGCCTGACC-3' X 1000
Determinaciones

- Enzima taqg ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampodn (buffer) tris acetato - edta 10x x 1 L

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

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampoén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500
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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
9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.
10.2. Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente:

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

- Tejido embebido en parafina (TEEP): blogue de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:

- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

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:

11.1 Toma de muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de
conservacion del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncdlogo de los Departamentos de la Direccion de Cirugia.

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.

Revision de laminas:
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11.5

11.6

11.7

11.8

11.9

11.10

1.1

11.12

11.13

Realizado por el Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y
Necropsia, debe definir regiones con mas 10 % de carga tumoral.

Cortes de tejido:

Luego de identificar la region a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5 u
del blogue de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.

Desparafinizacion de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacion.

Aislamiento de ADN:

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccion de ADN
genomico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
los pellets obtenidos contienen el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

Extraccion y cuantificacion de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorometro y
posterior medicion en el espectrofotémetro.

Reaccion en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para los exones 12, 14 y 18 del gen PDGFRa por medio del uso de
enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taqg 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 el producto amplificado de la region especifica.

Sistema de electroforesis horizontal:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
a analizar el amplicdn (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.

Purificacion del producto de PCR:

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

Reaccion de Secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secueciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para los exones 12, 14 y 18 del gen
PDGFRa, los productos obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion
por medio de ciclos de calor.

Purificacion de Secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para Purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 80-100uL).

Secuenciamiento genético:
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Los productos de la purificacién son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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 (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit para definir la presencia/ausencia de
variantes a nivel de los exones 12, 14 y 18 del gen PDGFRa segun bibliografia
(3)(4) y protocolos internos.

11.15 Elaboracién y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del exén 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalia la
“clasificacion” de la variante encontrada y valida el resultado de la prueba.
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Xlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA

; < DESCRIPCION DE LA A
VERSION | PAGINA RA ELABORACION ELABORACION
MODIFICACION Y MEJO (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
Instituto Nacional de 108202 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE MUTACIONES EN EL GEN CEBPA

I. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion por secuenciamiento de mutaciones en el gen
CEBPA.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cédigo CPMS (MINSA): 81404.09
- Cddigo Tarifario INEN: 210788

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Detecciéon por
secuenciamiento de mutaciones en el gen CEBPA, 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:

- Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccién y cuantificaciéon 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.

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

- 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.

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, y 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 monémero, denominado
Nucledtido.

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

- 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 ¢ésea: Prueba médica minimamente invasiva que permite extraer
una pequenfia cantidad de médula ¢sea 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 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.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Prueba utilizada para gradacion de riesgo (prondstico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales (1).

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Céamara de flujo laminar, clase Il

- Centrifuga para tubos

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.

- Espectrofotémetro

- Microtomo de rotacion

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Camara fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

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

- Transiluminador

- Computadora
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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 2 ulL - 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Moddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

ViIl. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L
- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L

- Mascarilla descartable Tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla x 300 m

- Jabon germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Aguja multiple para extraccién de sangre al vacio 22 G x 1 In
- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con Edta

- Esparadrapo antialérgico de papel 25 cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL

- Lentes protectores de policarbonato

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
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- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades
- Kit de extraccion de ADN genémico x 100 determinaciones

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

- Primer CEBPA A-F 5'-GGCGAGCAGGGTCTCCGGGT-3'

- Primer CEBPA A-R 5-TGTGCTGGAACAGGTCGGCCA-3'

- Primer CEBPA B-F 5-GCTGGGCGGCATCTGCGA-3'

- Primer CEBPA B-R 5'-CCCCGACGCGCTCGTACAGG-3'

- Primer CEBPA C-F 5-CCGGCTACCTGGACGGCAGG-3'

- Primer CEBPA C-R 5'-CGTTGCTGTTCTTGTCCACCGACTTCTT-3'

- Primer CEBPA D-F 5'-CTCGGTGCCGCCGGCCT-3'

- Primer CEBPA D-R 5-AACCACTCCCTGGGTCCCCGC-3'

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucion tampodn (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades
- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
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- Equipos eléctricos
9.2 Servicios Publicos:

- Agua

- lLuz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencidon de la muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica 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. 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 por 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: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma
de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

11.2 Registro de la muestra:

Recepcion de 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:

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pég. 5



Sector
Salud

i

PNT.DNCC.INEN. 071 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION POR SECUENCIAMIENTO DE MUTACIONES EN EL GEN CEBPA -
V.01

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

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

11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total y/o médula ésea por medio del kit de
extracciéon 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) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para
ADN de doble cadena para fluorometro y posterior medicion en el
espectrofotémetro, se espera que el valor este por encima de 600 ng/uL.

Amplificacion de region de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los 4 fragmentos del gen CEBPA y 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.

Preparacion del gen con electroforesis:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
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.

Purificacion del producto de PCR:

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

Reaccion de Secuenciamiento:

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

Purificacion de Secuenciamiento:

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

Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacién son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.
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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
variantes a nivel de los 4 fragmentos del gen CEBPA segun bibliografia (3)(4) y
protocolos internos.

11.12 Elaboracién y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia genética para determinar la
presencia de variantes por medio de “llamado de variantes" y elabora el resultado
de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalua la “clasificacion” de la
variante encontrada y valida el resultado de la prueba.
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Xlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

. FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA e e i 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 10/08/2020 Alferez
Enfermedades Neoplasicas

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

FLT3-D835

I. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Deteccién de la mutacion FLT3-D835.

. IDENTIFICACION DEL CPMS

Caodigo CPMS (MINSA): 81404.07
Cddigo Tarifario INEN: 210789

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién de la
mutacion FLT3-D835, 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el anélisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccion y cuantificacién 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.

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

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

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 érganos vivos y
algunos virus, y es responsable de su transmisién 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 informacion genética. Biopolimero de
elevado peso molecular, formado por ofra subunidad o mondmero, denominado
Nucleotido.

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

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

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

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

- 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.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para gradacion de riesgo (pronéstico) y manejo de leucemias agudas de
estirpe mieloide en pacientes pediatricos y adultos; segun guias actuales internacionales

(1)(2)-

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase Il
- Centrifuga para tubos
- Microcentrifuga refrigerada
- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.
- Espectrofotometro
- Microtomo de rotacion
- Termociclador
- Analizador genético automatizado
- Congeladora de metal, color plomo
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital
- Transiluminador
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- Computadora
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Mdédulo 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

=\(lll. SUMINISTROS

’| 8.1 Insumos y material:

- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 Ml

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

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

- Mascarilla descartable Tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Papel toalla x 300 m

- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Aguja multiple para extracciéon de sangre al vacio 22 G x 1 In
- Tubo plastico 3 mL para extraccion al vacio con Edta

-~ Esparadrapo antialérgico de papel25cm x 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

~ Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
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- Lentes protectores de policarbonato

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades

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

- Kit de extraccion de ADN genomico x 100 determinaciones

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

- PRIMER FLT3-TKD F 5-AAGAACTGCAGCCACCATAGC -3'

- PRIMER FLT3-TKD R 5'-AAGAACTGCAGCCACCATAGC -3'

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampon (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificacién de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tamp6n (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

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
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- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Medica y el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica

10.2. Sistema bioldgico:
- 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.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual (2) y protocolos propios del drea de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

11.1 Toma de muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma
de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.

- Médula Osea: es realizado 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:

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 nivel de
bioseguridad Il, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de
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1.4

11.5

11.6

11.7

/11.8

11.10

11.11

trabajo con la disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o médula
osea.

Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total y/o médula 6sea por medio del kit de
extraccion de ADN genémico 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
espectrofotémetro, se espera que el valor este por encima de 600 ng/ulL.

Amplificacion de region de interés:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio del uso de primers
especificos para los 4 fragmentos del gen CEBPA y 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 los productos amplificados
de las regiones especificas.

Preparacion del gen con electroforesis:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
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.

Purificacion del producto de PCR:

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

Reaccion de Secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para el fragmento que contiene la variante
FLT3-D835, los productos obtenidos son llevados al termociclador para
amplificacién por medio de ciclos de calor.

Purificacion de Secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para Purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento, el producto
obtenido se centrifuga y se recupera el sobrenandante (vol. 80-100 ulL).

Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampoén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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 evaluacibn de los
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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 FLT3-D835 segun bibliografia (4)(5) y protocolos internos

11.12 Elaboracion y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del exén 23 para determinar
la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora el resultado
de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalia la “clasificacion” de la
variante encontrada y valida el resultado de la prueba
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Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an
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International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic
sequence of the human genome. Nature. 2004 Oct 21;431(7011):931-45

Richards et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Assaciation for Molecular Pathology. Genet Med. 2015 May;17(5):4
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Xlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA

: DESCRIPCION DE LA 2
VERSION | PAGINA : ELABORACION ELABORACION
MODIFICACION Y MEJORA (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
Instituto Nacional de | 10082020 | pjores
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 8




Sector £
Salud _ : T
PNT.DNCC.INEN. 073 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS- 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 EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS

.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Extraccion de acidos nucleicos.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81891.03
- Cédigo Tarifario INEN: 210791

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Extraccién de
acidos nucleicos, 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
obtenidos en la plataforma informatica SISINEN.

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

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

- Meédico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Meédico Cirujano/Cirujano Oncologo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

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

DEFINICION DE TERMINOS

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

Acido Nucleico: Biomolécula portadora de la informacién 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 trasmisién de genes y de sintesis de proteinas.

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.

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

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

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.

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

Tejido fresco: muestra tomada por proceso de biosia no embebido en parafina.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Prueba utilizada para la obtencion de acidos nucleicos: ADN 6 ARN segun necesidad y su
posterior cuantificacion.

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Céamara de flujo laminar, clase Il

- Centrifuga para tubos

- Microcentrifuga refrigerada

- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo.
- Espectrofotémetro

- Congeladora de metal, color plomo

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

Ly
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- Computadora
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL = 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Mddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

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

- Méodulo para computadora enchapado en melamine

VIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:

- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 MI

- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L

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

- Mascarilla descartable Tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Papel toalla x 300 m

- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL

- Aguja mdltiple para extraccién 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 cmx 9.1 m

- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.

- 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
- Pantaloén dril unisex talla M color celeste

- Pantalén dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 mL
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IX.

- Lentes protectores de policarbonato

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades

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

- Kit de extraccion de ADN gendmico x 100 determinaciones

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorébmetro Qubit x 100
determinaciones

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos

- Equipos de aire acondicionado

- [Equipos eléctricos

Servicios Publicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono

Obtencion de la muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Liquidos organicos: es realizado por el Equipo Funcional de Procedimientos
Especiales de Medicina Oncoldgica de Adultos del Departamento de Oncologia
Médica y en el Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de
Medicina Oncoldgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirdrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.
Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN)/Acido ribonucleico (ARN).
Recipiente:

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

- Meédula Osea: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
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- Liquidos organicos: tubo estéril de 3cc.

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

- Tejido embebido en parafina (TEEP): blogue de parafina.
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.

- Liquidos organicos: iniciar el proceso inmediatamente.
- Tejido fresco: iniciar el proceso inmediatamente.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual 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: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma
de Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de
Patologia.

- Médula Osea: es realizado por el Médico Oncdlogo del Equipo Funcional de
Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolégica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediatrica.

- Liquidos organicos: es realizado por el Médico Oncélogo del Equipo Funcional
de Procedimientos Especiales de Medicina Oncolégica de Adultos del
Departamento de Oncologia Médica o por el Médico Oncélogo Pediatra del
Equipo Funcional de Servicio de Procedimientos Especiales de Medicina
Oncolbgica Pediatrica del Departamento de Oncologia Pediétrica.

- Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del &rea de
conservacion del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia del
Departamento de Patologia.

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncdlogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

11.2 Registro de la muestra:

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

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 nivel de

bioseguridad I, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de
trabajo con la disposicion de tubos de muestras de sangre periférica y/o médula
Osea.
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11.4 Extraccion de ADN y cuantificacion:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total y/o médula 6sea por medio del kit de
extraccion de ADN genémico 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) cuantificacién que se realiza por medio del calibrador para
ADN de doble cadena para fluorémetro y posterior medicion en el
espectrofotémetro, se espera que el valor este por encima de 600 ng/uL.

11.5 Analisis de resultado:

El Biélogo encargado de la prueba elabora el resultado, el cual sera validado por el
Médico Genetista.

XIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Ali, Current Nucleic Acid Extraction Methods and Their Implications to Point-of-Care
Diagnostics BioMed Research International 2017.

Xill. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO 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
Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.

M.C. Pamela Mora

10/08/2020 Alferez
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PANEL DE DETECCIéN'DE
VARIANTES EN GENES ASOCIADOS A SINDROMES DE PREDISPOSICION GENETICA A
CANCER POR SECUENCIAMIENTO DE SIGUIENTE GENERACION

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Panel de deteccion de variantes en genes asociados a
sindromes de predisposicion genética a cancer por secuenciamiento de siguiente
generacion.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81479.10
- Cadigo Tarifario INEN: 210792

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Panel de deteccion
de variantes en genes asociados a sindromes de predisposicion genética a cancer por
secuenciamiento de siguiente generacion, 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado, realizar la revision del
caso, clasificar las variantes halladas y validar los resultados impresos en fisico.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra,
extraccion de ADN, secuenciamiento genomico de siguiente generacion,
electroforesis, analisis de resultado (llamado de variantes) y emision de resultados.

- 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.

'@_ DEFINICION DE TERMINOS
) N § - Acido Desoxirribonucleico (ADN): Es un acido nucleico que contiene las instrucciones
S/ geneticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los érganos vivos y

algunos virus, y 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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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
elevado peso molecular, formado por ofra subunidad o mondémero, denominado
Nucleétido.

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

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

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de laboratorio que consiste en
AMIEATN H i

2{65‘?%@3 la amplificacién de un fragmento de ADN/cCADN.

1 2 - Secuenciamiento de siguiente generacion: Secuenciacion de alto rendimiento,
conjunto de técnicas de secuenciacion genéticas masivas cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, G y T) de multiples genes en

paralelo.
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SIGNIFICANCIA CLINICA

Este estudio esta indicado para la identificacion de variantes patogénicas y probablemente
patogénicas en pacientes con criterios clinicos de sospecha de sindromes de
predisposicién genética asociada a cancer y de esa manera definir estrategias de control
de riesgos y reduccién de riesgos en el manejo de estos pacientes segun guias clinicas,
asi como identificar familiares portadores de alto riesgo genético a cancer (1).

QUIPAMIENTO

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

- Equipo bafio maria de calor seco

- Vortex Genie 2 Mixer

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Microtomo de rotacion

- Analizador genético de siguiente generacion

- Termociclador

- Céamara Fotografica digital

- Camara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Balanza pequefia digital
- Transiluminador

- Computadora
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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 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Mobdulo de melanina para computadora
-~ Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

Viil. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 mL
- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L
- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L
- Algodon hidréfilo 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.
- Papel toalla x 300 m
- Jabén germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Mascarilla descartable Tipo N-95
- Guante para examen descartable talla S
- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S
- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S
- Chaqueta de dril manga corta para caballero talla M color celeste
- Chaqueta de dril manga corta para dama talla S color celeste
- Pantalén dril unisex talla M color celeste
- Pantaldn dril unisex talla S color celeste
- Lentes protectores de policarbonato
- Kit de extraccion de ADN genomico x 100 determinaciones
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-~ Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades

- Tips esteéril con filtro 0.1 uL - 10 uL x 96

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorbmetro Qubit x 100
determinaciones

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

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

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1L

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

- Puntera (tips) estéril 0.1 uL - 10 uLl x 96 en rack

- Kit de panel de secuenciamiento de siguiente generacion para genes asociados
a predisposicién genética a cancer

. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Sangre venosa: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del
Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).

10.3. Recipiente:

- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
10.4. Conservacion y manejo:
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- 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.

XIl. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita por bibliografia actual (1) (2), protocolo descrito en el
inserto y protocolos propios del area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de
Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia:

111 Toma de muestra:

Sangre venosa: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma de
Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

11.2 Registro de la muestra:

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

11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacion de muestra en un ambiente con nivel de
bioseguridad Il, limpieza de camara de flujo laminar, y disposiciéon de inicio de
trabajo con la disposicién de tubos de muestras de sangre periférica.

11.4 Extraccion y cuantificacion de ADN:

Se realiza a partir de 200 uL de sangre total por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y el metodo de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante,
los pellets obtenidos contienen 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 fluorémetro y posterior medicion en el espectrofotdmetro.

11.5 Electroforesis de ADN genémico

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) para
analizar la calidad del material extraido, por medio del marcador de peso molecular
y colorante para acidos nucleicos (ADN).

11.6 Secuenciamiento de siguiente generacion:

Se realiza por medio de uso de Kit de panel de secuenciamiento de siguiente
generacién para genes asociados a predisposicion genética a cancer, incluye los
pasos siguientes:

- Preparacion de Bibliotecas: marcado y limpieza de ADN gendémico, se
fragmenta el ADN gendmico y se afiaden secuencias de adaptadores a los
extremos de cada fragmento, el proceso de limpieza purifica los fragmentos
marcados.

- Primera amplificacion PCR: amplifica los fragmentos marcados y afiade las
secuencias del indice 1 (i7) y el indice 2 (i5); asi como los adaptadores
comunes (P5 y P7) que son sometidos a amplificacion por medio de ciclos de
calor, en este paso se configuran los cebadores de indice y se realiza la
limpieza de PCR por medio de perlas de purificacion para eliminar los
productos no deseados.
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- Primera hibridacién; este proceso mezcla la biblioteca de ADN con sondas de
captura en regiones objetivo de interés.

- Primera captura: por medio de perlas de estreptavidina para capturar sondas
hibridizadas en regiones objetivo de interés. Por procedimientos de lavado y
calor se eliminan los productos que no se unieron especificamente a las perlas;
luego la biblioteca enriquecida se eluye de las perlas.

- Segunda hibridacién: este proceso combina la biblioteca de ADN eluida de la
primera ronda de enriquecimiento con sondas de captura adicionales en
regiones objetivo de interés. Esta segunda hibridacion es necesaria para
garantizar la alta especificidad de las regiones capturadas.

- Segunda captura: este proceso emplea perlas de estreptavidina para capturar
sondas hibridizadas en regiones objetivo de interés. Los dos procedimientos de
lavado y calor eliminan los productos que no se unieron especificamente a las
perlas. La biblioteca enriquecida se eluye de las perlas y se prepara para la
secuenciacion.

- Limpieza de muestras de captura: por medio de perlas de purificacién.

- Segunda amplificacion PCR: este proceso amplifica la biblioteca capturada
mediante un programa de PCR de 10 ciclos y se realiza la limpieza de PCR por
medio de perlas de purificacion para eliminar los productos no deseados.

- Validacion de bibliotecas: se puede realizar por medio de cuantificacion en el
espectrofluorémetro o validacion de la calidad segun los tamafios de los
fragmentos (200pb-1kb).

- Preparacion de bibliotecas para la secuenciacion en un MiSeq.
Electroforesis librerias:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) para
analizar la calidad de las librerias después de la primera PCR por medio del
marcador de peso molecular y colorante para &acidos nucleicos (ADN).

Electroforesis librerias enriquecidas:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) para
analizar la calidad de las librerias después de la segunda PCR por medio del
marcador de peso molecular y colorante para acidos nucleicos (ADN).

Analisis de resultado:

Posterior a la corrida en el analizador genético de siguiente generacién, se
exportan los archivos de las secuencias genéticas en formato FASTA al software
bioinformatico para el analisis. El analisis inicial corresponde a la revision de los
parametros de calidad de la corrida a responsabilidad del Bidlogo; solo los casos
que cumplan estos parametros pasaran al siguiente analisis. El Medico Genetista
analiza el caso por medio del software bioinformatico para realizar el "llamado y
clasificacion de variantes” segun bibliografia (3) y protocolos internos.

Elaboracién y entrega de resultado:

El Bidlogo y Médico Genetista encargados de la prueba, elaboran el resultado de la
prueba en formato interno, el Médico Genetista a cargo evalua el caso clinico y
procede a presentarlo al grupo de trabajo (Bidlogos y Médicos Genetistas) para la
discusion de la clasificacion de variantes, luego se realiza la validacion multiple con
por lo menos por 3 Médicos Genetistas y posterior impresion de resultado.
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Xlill. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA G ACRPCIONDELA 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 10/08/2020 Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 276-

2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES POR
SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 2 Y 3 DEL GEN KRAS (12, 13, 61)

I. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccién de mutaciones por secuenciamiento de los
exones 2 y 3 del gen KRAS (12, 13, 61).

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81404.12
- Cddigo Tarifario INEN: 210773

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion de
mutaciones por secuenciamiento de los exones 2 y 3 del gen KRAS (12, 13, 61), 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:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.,

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
extraccion y cuantificacién de ADN, amplificacion por PCR, analisis de fragmentos,
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.

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

- Medico Cirujano/ Cirujano Oncélogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

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

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

- Analisis 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
oligonucleétido de ADN.

- Desparafinacién: 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 - 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 deteccién.

- Linea somatica: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica.

- 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.

- Solucién salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sodico que es isoténica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

- Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural

- Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinizado.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de mutaciones del gen KRAS (codones 12, 13 y 61) para la determinacion de
pronéstico y como predictor de respuesta al uso de terapias target como los inhibidores TK
en diferentes tipos de cancer, especialmente en cancer colorectal (1) (2).

Vil. 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
- Espectrofotometro
- Microtomo de rotacién

- Termociclador
- Analizador genético automatizado
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- Congeladora de metal, color plomo
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequeria digital
= Transiluminador
- Computadora
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL y
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

“Mill. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabdn germicida liquido x 800 mL
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Mandilén descartable talla estandar
- Aguja hipodérmica descartable N°21 gx 1 1/2 In
- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacién x 50
- Hoja de bisturi descartable N° 22
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- XilolQP.x1L
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- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 G x 1/2 In

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

- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 uL x 96 unidades

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

- Primer KRAS-E3R 5'-TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3' 50 n

- Primer KRAS-E3F 5'-TCAAGTCCTTTGCCCATTTT-3'50 n

- Primer KRAS-E2R 5'-GAATGGTCCTGCACCAGTAA-3' 50 n

- Primer KRAS-E2F 5'-GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA-3' 50 n

- Enzima taq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleétidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracién 100 mm (kit)

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

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificaciéon de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

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

- Solucién tampoén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampon (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

JAX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos

- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos
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9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccién de Cirugia.
10.2. Sistema bioldgico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente:

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

- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:

- Tejido fresco: Iniciar el proceso inmediatamente

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologfa descrita por bibliografia actual (3), protocolo descrito en el inserto
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 embebido en parafina (TEEP). muestra obtenida del area de
conservacion por el Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia del
Departamento de Patologia

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncoélogo los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

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 Revision de laminas:

Realizado por el Médico Patélogo para definir regiones con mas 10% de carga
tumoral.

11.4 Cortes de tejido:

Luego de identificar la regién a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5 u
del bloque de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.
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11.5

11.6

11.7

11.8

Desparafinizacion de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacion.

Aislamiento de ADN:

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccion de ADN
gendmico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
los pellets obtenidos contienen el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

Extraccion y cuantificacion de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y
posterior medicion en el espectrofotémetro.

Reaccion en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para los exones 2 y 3 del gen KRAS por medio del 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 el producto amplificado de
la region especifica.

Sistema de electroforesis horizontal:

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 amplificacion de las regiones buscadas.

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 Purificacion de productos de PCR por pasos de
centrifugacion y lavados; el producto final debe ser cuantificado para determinar
adecuada cantidad para la reaccion de secuenciamiento.

Reaccion de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para los exones 2 y 3 del gen KRAS, los
productos obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion por medio de
ciclos de calor.

Purificacion de secuenciamiento:

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

Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampon buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 6



Sector
Salud

PNT.DNCC.INEN. 075 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE MUTACIONES POR SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 2 Y

3 DEL GEN KRAS (12, 13, 61) - V.01

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

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 (Alineamiento) y se comparan
ambas secuencias en el software BioEdit para definir la presencia/ausencia de
variantes a nivel de los exones 12 y 13 del gen KRAS, especialmente a nivel de los
codones 12, 13 y 61 segun bibliografia (4)(5) y protocolos internos.

11.15 Elaboracion y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza las secuencias de los exones 12 y 13
para determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y
elabora el resultado de la prueba, luego el médico genetista a cargo evalta la
“clasificacion” de la variante encontrada y validara el resultado de la prueba.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1.

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):498-506.

International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic
sequence of the human genome. Nature. 2004 Oct 21;431(7011):931-45

Richards et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015 May;17(5):4

Li MM, Datto M, Duncavage EJ, Kulkarni S, Lindeman NI, Roy S, et al. Standards and
Guidelines for the Interpretation and Reporting of Sequence Variants in Cancer: A
Joint Consensus Recommendation of the Association for Molecular Pathology,
American Society of Clinical Oncology, and College of American Pathologists. J Mol
Diagn. 2017;19(1):4-23

. XIll. ANEXO
! - Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.

=

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 7




Sector
Salud
PNT.DN'CC.INEN. 075 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
DETECCION DE MUTACIONES POR SECUENCIAMIENTO DE LOS EXONES 2 Y
3 DEL GEN KRAS (12, 13, 61) - V.01

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

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

g FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA D o e ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)

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

de Documentos Normativos en el M.C. Pamela Mora
-8 | |nstituto Nacional de | (10082020 | pyreres

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N° 276-

2019-J/INEN.

&
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION POR
SECUENCIAMIENTO DE VARIANTE PATOGENICA FAMILIAR EN EL GEN RET

.  OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccién por secuenciamiento de variante patogénica
familiar en el gen RET.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Codigo CPMS (MINSA): 81404.13
- Cadigo Tarifario INEN: 210784

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccion por
secuenciamiento de variante patogénica familiar en el gen RET, 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:

- Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado, realizar la revision del
caso y de las variantes encontradas, asi como validar los resultados impresos en
fisico.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra,
extraccion y cuantificacion de ADN, amplificacién por PCR, preparacion de geles,
purificacion de productos de PCR, reaccion de secuenciamiento, purificacién 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.

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, y es responsable de su transmisién hereditaria.

- Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA): Es un agente quelante usado como
anticoagulante para la proteccién completa de células de la sangre, especialmente de
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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 otra subunidad o mondémero, denominado
Nucledtido.

- 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
oligonucleoétido 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

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

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

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

- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de laboratorio que consiste en
la amplificacién de un fragmento de ADN/CADN.

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

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de busqueda de variante patogénica y/o probablemente patogénica familiar en
familiares de pacientes con diagnéstico molecular de Neoplasia Endocrina Multiple 2 o
Espectro fenotipico asociado al gen RET (1) esta prueba sirve para identificar individuos
portadores y definir estrategias de control de riesgos y reduccion de riesgos en estos
portadores.

Vil. 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
- Termociclador
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- Analizador genético automatizado
-~ Congeladora de metal, color plomo
- Camara fotografica digital
- Camara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequefia digital
- Transiluminador
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Mddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 500 mL
- Alcohol etilico (Etanol) 98% x 2.5 L
- Alcohol isopropilico (isopropanol) p.a. x 2.5 L
- Algodén hidroéfilo x 500 g
~ Aguja multiple para extraccién 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 cmx 9.1 m
- Gel antibacterial para manos x 1 L aprox.
- Papel toalla x 300 m
- Jabdn germicida liquido con triclosan x 800 mL
- Mascarilla descartable Tipo N-85
- 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

- 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

- Kit de extraccién de ADN genémico x 100 determinaciones

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500
- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 0.5 mL x 1000
- Tips con filtro 1000 uL x 86 unidades

- Tips estéril con filiro 0.1 uL - 10 uL x 96

- Calibrador para ADN de cadena doble para fluorébmetro Qubit x 100
determinaciones

- Primer RET EX11F: 5-CAGAGCATACGCAGCCTGTAC-3' X 1000
Determinaciones

- Primer RET EX11R: 5-GCCTCGTCTGCCCAGCGTTG-3' X 1000
Determinaciones

- Enzimataq ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleotidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampon (buffer) tris acetato - EDTA 10xx 1L

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

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampén (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucion tampon (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

- Septa contenedor buffer catodo para analizador genético 3500 x 10 unidades
- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500
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PNT.DNCC.INEN. 076 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

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: es realizado por el Area de Trabajo Toma de Muestra del

Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.
10.2. Sistema bioldgico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).
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 por bibliografia actual (2) (3), protocolo descrito en el
inserto y protocolos propios del area de Biologia Molecular del Equipo Funcional de

Genética y Biologia Molecular del Departamento de Patologia:
111  Toma de muestra:

Sangre venosa: es realizado por el personal técnico del Area de Trabajo Toma de
Muestra del Equipo Funcional de Patologia Clinica del Departamento de Patologia.

11.2 Registro de la muestra:

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

por el Bidlogo.
11.3 Procesamiento de la muestra:

Proceso pre analitico que considera la linea de bioseguridad, que implican las
medidas previas a separacién de muestra en un ambiente con nivel de
bioseguridad 1l, limpieza de camara de flujo laminar, y disposicién de inicio de

trabajo con la disposicion de tubos de muestras de sangre periférica.
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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
gendmico y el método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante se
obtendra un pelle 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 fluorémetro y posterior medicion en el espectrofotometro, 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 la region de exén a estudiar segun antecedente familiar del gen
RET por medio de uso de enzima polimerasa para la amplificacion (Enzima taq
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.

Preparacion de gel con electroforesis:

Se prepara el gel de agarosa al 3% con buffer Tris Acetato EDTA (TAE) que ayuda
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 amplificacion de las regiones buscadas.

Purificacién del producto de PCR:

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

Reaccion de secuenciamiento:

Los productos de la purificacion son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para la region de exén a estudiar segtin
antecedente familiar del gen RET, los productos obtenidos son llevados al
termociclador para amplificacion por medio de ciclos de calor.

Purificaciéon de secuenciamiento:

Los productos de la reaccion de secuenciamiento deben de procesarse con el kit
para Purificacién de productos de reaccion 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, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para el gen
a analizar.

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
ek LA electroferogramas, considerando los controles de calidad para definir si la corrida
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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 segun bibliografia (4) y protocolos internos.

11.12 Elaboracién y entrega de resultado:

El Bidlogo encargado de la prueba analiza la secuencia del exén estudiado para
determinar la presencia de la variante familiar y elabora el resultado de la prueba,
con esa informacion, el Médico Genetista a cargo evalla el caso clinico y procede a
presentarlo al grupo de trabajo (Bidlogos y Médicos Genetistas), luego se realiza la
validacion multiple con por lo menos por 3 Médicos Genetistas y posterior
impresién de resultado en formato interno.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

: FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA I e 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
T Instituto Nacional de 1oMmea0 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucién Jefatural N° 276-
2019-J/INEN.
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o
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE MUTACIONES POR
SECUENCIAMIENTO DEL EXON 15 DEL GEN BRAF (MUTACION V 600)

. OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Deteccion de mutaciones por secuenciamiento del exén 15
del gen BRAF (mutacion V 600).

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cadigo CPMS (MINSA): 81404.11
- Codigo Tarifario INEN: 210774

/E\E‘{:"”E”-’r
ST NAN
/$ ««@g'i\m. ALCANCE
= *

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Deteccién de
; '“"/ mutaciones por secuenciamiento del exén 15 del gen BRAF (mutacién V 600), en el area
O 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:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

- Biologo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar 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.

- Medico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirargica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacién de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- Meédico Cirujano/Cirujano Oncélogo de los Departamentos de la Direccién de Cirugia:
se encarga de la toma de muestra de tejido fresco (biopsia/pieza quirtrgica).

- 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.

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, y 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.

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

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

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

- Linea somatica: Linea celular que contiene material genético heredado de los
progenitores y material genético propio de la célula neoplasica.

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

- Tejido parafinado (tejido embebido en parafina): tejido sumergido y fijado en parafina
para su conservacion estructural

- Tejido fresco: Seccion de tejido tomada por un proceso de biopsia, no parafinizado.

- Solucién salina: Solucién esterilizada de agua y cloruro sédico que es isoténica con la
sangre, se usa como medio de transporte de tejido fresco.

SIGNIFICANCIA CLINICA

= | Estudio de la mutacion V600 del gen BRAF para determinacion de pronostico (cancer de
tiroides, cancer de colon) y uso de terapias target (melanoma, céancer de colon) y otros,
siendo su determinacion clinicamente util. (1)

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Camara de flujo laminar, clase II

- Centrifuga para tubos

- Vortex Genie 2 Mixer, color blanco humo
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Espectrofotémetro

- Microtomo de rotacion

- Termociclador

- Analizador genético automatizado

- Congeladora de metal, color plomo

- Camara fotografica digital
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- Camara de electroforesis harizontal
- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa
- Balanza pequena digital
- Transiluminador
- Computadora
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL - 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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

Vill. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 98 % x 2.5 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla S

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- Mandilon descartable talla estandar

- Aguja hipodérmica descartable N° 21 gx 1 1/2 In

- Cuchilla descartable de perfil alto para microtomo de rotacion x 50
- Hoja de bisturi descartable N° 22

- Tubo de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL x 500 unidades
- XilolQP.x1L

- Jeringa descartable de tuberculina 1 mL con aguja 26 G x 1/2 In

- Kit para la extraccién de ADN total de tejido formolado y/o parafinado x 50
reacciones
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- Tips con filtro 1000 uL x 96 unidades
- Tips estéril con filtro 20 uL - 200 ul x 96 unidades

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

- Primer BRAF-E15R 5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3' 50 N

- Primer BRAF-E15F 5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3' 50 N

- Enzima tag ADN polimerasa termoactivable de alta fidelidad x 100 unidades
- Deoxinucleotidos Dntps 4 x 40 Umol en concentracion 100 mm (kit)

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

- Solucién tampén (buffer) tris acetato - edta 10xx 1 L

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

- Kit para purificacion de productos de PCR x 100 determinaciones

- Kit de secuenciamiento bigdye terminator v3.1 x 100 reacciones

- Kit para purificacion de productos de reaccion de secuenciamiento x 100
determinaciones

- Solucién tampon (buffer) anodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- Solucién tampén (buffer) catodo para analizador genético 3500 x 4 unidades
- 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 unidades

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

- Arreglo de 8 capilares para analizador genético abi 3500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos

- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos

Servicios Priblicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono
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X. MUESTRA

10.1.

111

11.2

1.3

11.4

11.6

10.2.

10.3.

10.4.

Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

- Tejido fresco: es realizado por los Departamentos de la Direccion de Cirugia.
Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN).

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 (2) y protocolos propios del area de
Biologia Molecular del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del
Departamento de Patologia:

Toma de muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de
conservacion por el Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia del
Departamento de Patologia

- Tejido fresco: muestra obtenida por procedimiento realizado por el Médico
Cirujano Oncoélogo los Departamentos de la Direccién de Cirugia.

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.

Revision de laminas

Realizado por el Médico Patélogo para definir regiones con mas 10% de carga
tumoral.

Cortes de tejido:

Luego de identificar la region a estudiar, se realiza por lo menos 5 cortes de 1-1.5 u
del blogue de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5 mL para el
siguiente paso.

Desparafinizacion de la muestra:

Los cortes en los tubos de 1.5 mL se someten a una bateria de alcoholes (Xilol)
para realizar la desparafinizacién.

Aislamiento de ADN

Se realiza a partir del tejido desparafinado por medio del kit de extraccién de ADN
gendmico y por método de columnas: centrifugacion y extraccion de sobrenadante;
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11.7

los pellets obtenidos contienen el acido nucleico (ADN), el cual sera resuspendido
con Elution buffer.

Extraccion y cuantificacién de ADN:

Se realiza por medio del calibrador para ADN de doble cadena para fluorémetro y
posterior medicion en el espectrofotémetro.

Reaccion en cadena de polimerasa:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers
especificos para el exén 15 del gen BRAF por medio del uso de enzima polimerasa
para la amplificacion (Enzima taq ADN polimerasa termiactivable de alta fidelidad)
y deoxinuclettidos dNTPs. El proceso de amplificacion se realiza por medio de
ciclos de calor en el termociclador y se obtiene el producto amplificado de la regién
especifica.

Sistema de electroforesis horizontal:

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 amplificacion de las regiones buscadas.

Purificacion del producto de PCR:

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

Reaccion de secuenciamiento:

Los productos de la purificacién son procesados con el Kit de secuenciamiento
BigDye Terminator y primers especificos para el exén 15 del gen BRAF, los
productos obtenidos son llevados al termociclador para amplificacion por medio de
ciclos de calor.

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).

Secuenciamiento genético:

Los productos de la purificacion son llevados en una microplaca de polipropileno de
96 pocillos al analizador genético, el cual debe estar cargado previamente con la
septa de placa, la septa de contenedor de las soluciones tampén buffer: anodo y
catodo; asi como con los capilares que contienen el polimero Pop 7; luego se da
inicio a la corrida de electroforesis capilar segun el programa especifico para las
regiones a analizar.

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
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variantes a nivel del exén 15 del gen BRAF, especialmente a nivel de los codones
12, 13 y 61 segun bibliografia (4) y protocolos internos.

11.15 Elaboracién y entrega de resultado:

El Biélogo encargado de la prueba analiza las secuencias de los exones 23 para
determinar la presencia de variantes por medio de “llamado de variantes” y elabora
el resultado de la prueba, luego el Médico Genetista a cargo evalia la
“clasificacion” de la variante encontrada y valida el resultado de la prueba.
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medicine. Mod Pathol. 2018 Jan;31(1):24-38.

2. International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic
sequence of the human genome. Nature. 2004 Oct 21;431(7011):931-45

3. Richards et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015 May;17(5):4

4. Li MM, Datto M, Duncavage EJ, Kulkarni S, Lindeman NI, Roy S, et al. Standards and
Guidelines for the Interpretation and Reporting of Sequence Variants in Cancer: A
Joint Consensus Recommendation of the Association for Molecular Pathology,
American Society of Clinical Oncology, and College of American Pathologists. J Mol
Diagn. 2017;19(1):4-23.

Xlil. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE HIBRIDACION IN SITU CON
FLUORESCENCIA (FISH) BCL2

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) BCL2.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cobdigo CPMS (MINSA): 88271.03
- Cadigo Tarifario INEN: 210746

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Hibridacién in situ
con fluorescencia (FISH) BCL2, en el area de Citogenética 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:

- Meédico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacién interna de la muestra,
desparafinizacion de la muestra, pre tratamiento de la muestra, denaturacion e
hibridacién de la muestra, lavado de la muestra, analisis y emision de resultado.

- Medico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirdrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

~ 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 clorhidrico: Es una solucién acuosa de hidrégeno. Su férmula es HCI, es
utilizado en diferentes procesos en laboratorio en forma diluida.

- Citogenética molecular: Pruebas o técnicas que se basan en la tecnologia de la
Hibridacion In Situ con Florescencia.

- Cassettes de parafina: Soporte plastico para incluir tejido embebido en parafina.

- DAPI (4°,6-Diamidino-2-Fenilindol): Marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas de Adenina y Timina en secuencias de ADN. Ampliamente
usado en microscopia de fluorescencia.

T
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- Desnaturalizacion: La desnaturalizacién de acidos nucleicos como el ADN a altas
temperaturas produce la separacion de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces
o puentes de hidrégeno se rompen.

- Florescencia. Sustancia fluorescente que se encuentra ligada a un segmento de ADN
especifico, que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion.

- Hibridacion: Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

- Lamina Silanizada: Lamina de vidrio con cubierta especial, que incrementa la carga
electrostatica positiva, facilitando la adhesion de las secciones de los tejidos a la
lamina.

- Muestra: Parte o cantidad pequeria de un tumor representativa del total, que se toma
o separa de ella para ser utilizado en diferentes procedimientos.

- Tejido Tumoral: Fragmento tisular que corresponde al area neoplasica de la muestra

- XILOL (Xileno o dimetilbenceno): Es un derivado dimetilado del Benceno, segun la
posicion relativa de los grupos metilo en el anillo bencénico. Se emplea como
disolvente.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio del rearreglo BCL2/18g21 para diagnostico, pronostico y seguimiento de linfomas
seguln guias clinicas actuales (1).

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Equipo bafio maria
- [Estacién de citogenética
- Sistema de hibridizacion y denaturacion.
- Vortex, mezclador de tubos
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Microscopio binocular con lente de Inmersion
- Microtomo de rotacién
- Cocina eléctrica
- Probeta de vidrio 100 mL
- Pinza de diseccion 10 cm
- Timer de 4 tiempos
- Coplin de vidrio vertical para 5 laminas
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
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7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Mddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

VIIl. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 99.8 % x2.5 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabon germicida liquido x 800 mL
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Contenedor de polipropileno de bioseguridad de 4.8 L
- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Kit para hibridacion in situ fluorescente (FISH) para corte histolégico x 20
determinaciones

- Sonda BCL2 conjugada con fluorocromo x 20 determinaciones
- Lapiz con punta de diamante para grabar en vidrio

- Lamina silanizada 25 mm x 75 mm x 100 unidades

- Aguadestiladax 1L

- Acido clorhidrico P.A. 37% x 1L

- Alcohol etilico (Etanol) Absoluto 99.8% P.A. x4 L

- Laminilla cubre objeto 22 mm x 22 mm x 100 unidades

- Tips 0.5 Ul -10 Ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:

Equipos biomédicos

Equipos de aire acondicionado

Equipos eléctricos
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9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz
- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) en lamina sialinizada.
10.3. Recipiente:
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacién y manejo:
- Segun criterios de conservacion de Tejido embebido en parafina (TEEP).
- Lamina sialinizada: proceso inmediato, evitar ambientes contaminados y polvo.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en el inserto y protocolos propios del area de
Citogenética del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de conservacion
por el Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de
Patologia.

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 Revision de laminas:

Realizado por el Médico Patélogo para definir regiones con mas 10% de carga
tumoral.

11.4 Eleccion de la lamina y bloque:

Realizado por el Médico Patélogo, define el area donde se realiza el proceso.
Luego el blogue pasa a la realizacion de nuevos cortes y el armado de l[@mina
silanizada.

11.5 Desparafinizacion de muestra:

Por medio de una bateria de alcoholes (Xilol), se realizan los lavados de la lamina
para eliminar la parafina.
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11.6 Pre tratamiento de las muestras:

En posterior se somete a la lamina a mdultiples lavados con los reactivos del Kit
Para Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) Para Corte Histoldgico este kit incluye
la sonda break apart para el gen BCL2; asi como pepsina para la digestién de
proteinas y alcoholes para los diferentes lavados.

11.7 Desnaturalizacion e hibridacion de la muestra:

Se somete a la lamina a altas temperaturas en el equipo Hibridizador, para lograr la
denaturacion de la hebra de cadena doble de ADN; y luego se disminuye la
temperatura para que ambas sondas hibridicen.

11.8 Lavado de la muestra:

Se realiza lavados multiples con soluciones astringentes y alcoholes, para eliminar
restos de sondas u trazas de parafina; la lamina final debera ser conservada en el
congelador.

11.9 Analisis de resultado:

La lamina preparada se carga en el microscopio de fluorescencia, se ubica la
region a analizar y se realiza el conteo de 100 nucleos y en cada uno se determina
la presencia de las sefales fluorescentes, al ser una sonda break apart; la sefial
amarilla significa que no se produjo el rearreglo mientras que la presencia de
sefales roja y verde definen la presencia del rearreglo BCL2; se realiza el conteo
de las sefiales en todas las células y se describe el nimero de células con el
rearreglo segun protocolos internos.

11.10 Elaboracidén y entrega de resultado:

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

I. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris NL, Stein H, Siebert R, et al. The 2016
revision of the World Health Organization classification of lymphoid neoplasms. Blood.
2016 May 19;127(20):2375-90.

XIlll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE HIBRIDACION IN SITU CON

FLUORESCENCIA (FISH) BCL6

OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) BCL6.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 88271.04
Cadigo Tarifario INEN: 210748

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) BCL6, en el area de Citogenética 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el analisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

Bi6logo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
desparafinizacion de la muestra, pre tratamiento de la muestra, denaturacion e
hibridacion de la muestra, lavado de la muestra, analisis y emision de resultado.

Médico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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.

DEFINICION DE TERMINOS

Acido clorhidrico: Es una solucién acuosa de hidrégeno. Su formula es HCI, es
utilizado en diferentes procesos en laboratorio en forma diluida.

Citogenética molecular: Pruebas o técnicas que se basan en la tecnologia de la
Hibridacion In Situ con Florescencia.

Cassettes de parafina: Soporte plastico para incluir tejido embebido en parafina.

DAPI (4°,6-Diamidino-2-Fenilindol): Marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas de Adenina y Timina en secuencias de ADN. Ampliamente
usado en microscopia de fluorescencia.
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- Desnaturalizacion: La desnaturalizacion de acidos nucleicos como el ADN a altas
temperaturas produce la separacién de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces
o puentes de hidrégeno se rompen.

- Florescencia. Sustancia fluorescente que se encuentra ligada a un segmento de ADN
especifico, que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion.

- Hibridacion: Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

- Lamina Silanizada: Lamina de vidrio con cubierta especial, que incrementa la carga
electrostatica positiva, facilitando la adhesién de las secciones de los tejidos a la
lamina.

- Muestra; Parte o cantidad pequefia de un tumor representativa del total, que se toma
o separa de ella para ser utilizado en diferentes procedimientos.

- Tejido Tumoral: Fragmento tisular que corresponde al area neoplasica de la muestra

- XILOL (Xileno o dimetilbenceno): Es un derivado dimetilado del Benceno, segtn la
posicion relativa de los grupos metilo en el anillo bencénico. Se emplea como
disolvente.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio del rearreglo BCL6/3q27 para diagnostico, pronéstico y seguimiento de linfomas
segun guias clinicas actuales (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Equipo bafio maria
- [Estacién de citogenética
- Sistema de hibridizacién y denaturacion.
- Vortex, mezclador de tubos
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Microscopio binocular con lente de Inmersién
- Microtomo de rotacion
- Cocina eléctrica
- Probeta de vidrio 100 mL
- Pinza de diseccion 10 cm
- Timer de 4 tiempos
- Coplin de vidrio vertical para 5 laminas
- Computadora
- Impresora laser
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
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- Micropipeta volumen variable 2 uL. — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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

~._ VIIl. SUMINISTROS
ekl L i

8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 99.8 % x 2.5 L
- XilolQP.x4L
- Mascarilla descartable quirtirgica 3 pliegues
- Guante para examen descartable talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabén germicida liquido x 800 mL
- Tacho de plastico 25 L aprox.
- Contenedor de polipropileno de bioseguridad de 4.8 L
- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo

- Kit para hibridacién in situ fluorescente (FISH) para corte histolégico x 20
determinaciones

- Sonda BCL2 conjugada con fluorocromo x 20 determinaciones
- Lapiz con punta de diamante para grabar en vidrio

- Lamina silanizada 25 mm x 75 mm x 100 unidades

- Aguadestiladax1L

- Acido clorhidrico P.A. 37% x 1L

- Alcohol etilico (Etanol) Absoluto 99.8% P.A. x 4 L

-~ Laminilla cubre objeto 22 mm x 22 mm x 100 unidades

- Tips 0.5 Ul -10 Ul x 500

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 Puablicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:

- Acidos nucleicos; Acido desoxirribonucleico (ADN) en lamina sialinizada.
10.3. Recipiente:

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

10.4. Conservacion y manejo:

- Segun criterios de conservacion de Tejido embebido en parafina (TEEP).

- Lamina sialinizada: proceso inmediato, evitar ambientes contaminados y polvo.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Basado en metodologia descrita en eI inserto y protocolos propios del area de

Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de conservacién
por el Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de
Patologia.

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 Eleccion de la lamina y bloque:

Realizado por el Médico Patoélogo, define el area donde se realiza el proceso.
Luego el blogue pasa a la realizacion de nuevos cortes y el armado de lamina
silanizada.

Desparafinizacion de muestra:

Por medio de una bateria de alcoholes (Xilol), se realizan los lavados de la lamina
para eliminar la parafina.

... 11.5 Pre tratamiento de las muestras:
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En posterior se somete a la lamina a miultiples lavados con los reactivos del Kit
Para Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) para corte histologico este kit incluye
la sonda break apart para el gen BCL6; asi como pepsina para la digestion de
proteinas y alcoholes para los diferentes lavados.

11.6 Desnaturalizacion e hibridacion de la muestra:

Se somete a la lamina a altas temperaturas en el equipo Hibridizador, para lograr la
denaturaciéon de la hebra de cadena doble de ADN; y luego se disminuye la
temperatura para que ambas sondas hibridicen.

11.7 Lavado de la muestra:

Se realiza lavados muitiples con soluciones astringentes y alcoholes, para eliminar
restos de sondas u trazas de parafina; la lamina final debera ser conservada en el
congelador.

11.8 Analisis de resultado:

La lamina preparada se carga en el microscopio de fluorescencia, se ubica la
region a analizar y se realiza el conteo de 100 ntcleos y en cada uno se determina
la presencia de las sefales fluorescentes, al ser una sonda break apart; la sefial
amarilla significa que no se produjo el rearreglo mientras que la presencia de
sefiales roja y verde definen la presencia del rearreglo BCL8; se realiza el conteo
de las sefiales en todas las células y se describe el nimero de células con el
rearreglo seguin protocolos internos.

11.9 Elaboracion y entrega de resultado:

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

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris NL, Stein H, Siebert R, et al. The 2016
revision of the World Health Organization classification of lymphoid neoplasms. Blood.
2016 May 19;127(20):2375-90.

lll. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE HIBRIDACION IN SITU CON
FLUORESCENCIA HER2/NEU

l.  OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Hibridacion in situ con fluorescencia HER2/NEU.

Il. IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cbdigo CPMS (MINSA): 88271.01
- Cddigo Tarifario INEN: 210710

lll. ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Hibridacién in situ
con fluorescencia HER2/NEU, en el area de Citogenética 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: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

- Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
desparafinizacién de la muestra, pre tratamiento de la muestra, denaturacion e
hibridacion de la muestra, lavado de la muestra, analisis y emisién de resultado.

- Medico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirirgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el blogue de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- 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 clorhidrico: Es una solucién acuosa de hidrégeno. Su formula es HCI, es
utilizado en diferentes procesos en laboratorio en forma diluida.

- Citogenetica molecular: Pruebas o técnicas que se basan en la tecnologia de la
Hibridacion In Situ con Florescencia.

- Cassettes de parafina: Soporte plastico para incluir tejido embebido en parafina.

- DAPI (4°,6-Diamidino-2-Fenilindol): Marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas de Adenina y Timina en secuencias de ADN. Ampliamente
usado en microscopia de fluorescencia.
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- Desnaturalizacion: La desnaturalizacion de acidos nucleicos como el ADN a altas
temperaturas produce la separacion de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces
o puentes de hidrégeno se rompen.

- Florescencia. Sustancia fluorescente que se encuentra ligada a un segmento de ADN
especifico, que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion.

- Hibridacion: Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

- Lamina Silanizada: Lamina de vidrio con cubierta especial, que incrementa la carga
electrostatica positiva, facilitando la adhesién de las secciones de los tejidos a la
lamina.

- Muestra; Parte o cantidad pequefa de un tumor representativa del total, que se toma
o separa de ella para ser utilizado en diferentes procedimientos.

- Tejido Tumoral: Fragmento tisular que corresponde al area neoplasica de la muestra

- XILOL (Xileno o dimetilbenceno): Es un derivado dimetilado del Benceno, segun la
posicion relativa de los grupos metilo en el anillo bencénico. Se emplea como
disolvente.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio de la amplificacion del gen HER2 en cancer de mama, en casos de resultado
dudoso del estudio por inmunohistoquimica para definir tratamiento target (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Equipo bafio maria
- Estacién de citogenética
- Sistema de hibridizacién y denaturacion.
- Vortex, mezclador de tubos
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Microscopio binocular con lente de Inmersion
- Microtomo de rotacion
- Cocina eléctrica
- Probeta de vidrio 100 mL
- Pinza de diseccién 10 cm
- Timer de 4 tiempos
- Coplin de vidrio vertical para 5 laminas
- Computadora
- Impresora laser
7.2 Instrumentales
- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL

B iy 5 % "
_.I;;"-‘:\)?&‘E.“FEH"}?&;;;:Q{\Q - Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
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- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 uL
7.3 Mobiliario
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Estante de melanina
- Méddulo de melanina para computadora
- Mesa de metal
- Silla fija de metal con brazos
- Coche metélico para transporte en general con plataforma de metal

Viil. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 99.8 % x 2.5 L
- XilolQ.P.x4L

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante de nitrilo Talla S

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabdn germicida liquido x 800 mL

- Kit Sonda para amplificacién gen HER2/Neu Pharmdxtm x 20 Test
- Lapiz con punta de diamante para grabar en vidrio

- Lamina silanizada 25 mm x 75 mm x 100 unidades

- Agua destiladax 1L

- Acido clorhidrico P.A. 37% x 1 L

- Laminilla cubre objeto 22 mm x 22 mm x 100 unidades

- Tips 0.5 UI-10 Ul x 500

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
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- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP). es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) en lamina sialinizada.
10.3. Recipiente:
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:
- Segun criterios de conservacion de Tejido embebido en parafina (TEEP).
- Lamina sialinizada: proceso inmediato, evitar ambientes contaminados y polvo.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en el inserto y protocolos propios del area de
Citogenética del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

11.1 Toma de muestra:

Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de conservacion
por el Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de
Patologia.

Registro de la muestra:

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

Eleccion de la lamina y bloque:

Realizado por el Médico Patélogo, define el area donde se realiza el proceso.
Luego el bloque pasa a la realizacién de nuevos cortes y el armado de lamina
silanizada.

Desparafinizacion de muestra:

Por medio de una bateria de alcoholes (Xilol), se realizan los lavados de la lé&mina
para eliminar la parafina.

Pre tratamiento de las muestras:

En posterior se somete a la ld&mina a multiples lavados con los reactivos del kit
sonda para amplificacién gen HER2/NEU, este kit incluye la sonda de hibridacion
para el gen HER" y la para la regién centromérica del cromosoma 17 (CEP17); asi
como pepsina para la digestion de proteinas y alcoholes para los diferentes
lavados.

Desnaturalizacion e hibridacion de la muestra:

Pag. 4

F,

TR GENETV



Sector
Salud

PNT.DNCC.INEN. 080 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE HIBRIDACION IN
SITU CON FLUORESCENCIA (FISH) HER2/NEU - V.01

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

ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
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Se somete a la lamina a altas temperaturas en el equipo Hibridizador, para lograr la
denaturacién de la hebra de cadena doble de ADN; y luego se disminuye la
temperatura para que ambas sondas hibridicen.

11.7 Lavado de la muestra:

Se realiza lavados muiltiples con soluciones astringentes y alcoholes, para eliminar
restos de sondas u trazas de parafina; la lamina final debera ser conservada en el
congelador.

Analisis de resultado:

La lamina preparada se carga en el microscopio de fluorescencia, se ubica la
regién a analizar y se realiza el conteo de 20 nucleos, y en cada uno se determina
la presencia de las sefiales fluorescentes del gen HER2/NEU (rojo) y del CEP17
(verde); se realiza el conteo en todas las células y se obtiene una razén entre el
nimero de sefiales rojas sobre el nimero de sefales verdes; las razones se
categorizan en 5 grupos: Grupo 1: razén HER2/CEP1722, copias HER224
sefiales/célula; Grupo 2. razén HER2/CEP1722, copias HER2<4 sefiales/célula;
Grupo 3: razén HER2/CEP17<2, copias HER226 sefales/célula; Grupo 4: razén
HER2/CEP17<2, copias HER2 24 y <6 sefales/célula y Grupo 5: razon
HER2/CEP17<2, copias HER2<4 sefales/célula; siendo los Grupos 1 y 5
resultados definitorios (Amplificado y no amplificado); mientras que los Grupos 2, 3
y 4 ameritan reevaluacién con otra metodologia; segun bibliografia (1) y protocolos
internos.

Elaboracion y entrega de resultado:

Al obtener resultados en los grupos 1 y 5, el Biélogo encargado de la prueba,
elabora el resultado en la plataforma informatica SISINEN, dicho resultado sera
validado segun evaluacion de datos clinicos y de otros examenes auxiliares por el
Médico Genetista permitiendo visualizar dichos resultados en el sistema SISINEN.
En el caso de los grupos 2, 3, y 4 el resultado sera evaluado en posterior a la
reevaluacion con otra metodologia y discusion de caso con el equipo de trabajo.

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Wolff AC, Hammond MEH, Allison KH, Harvey BE, Mangu PB, Bartlett JMS, et al.
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing in Breast Cancer: American
Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists Clinical Practice
Guideline Focused Update. J Clin Oncol. 2018 10;36(20):2105-22.

Xill. ANEXO
- Anexo N° 1: Control de cambios y mejoras.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE HIBRIDACION IN SITU CON
FLUORESCENCIA (FISH) MYC

I. OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) MYC.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cébdigo CPMS (MINSA): 88271.05
- Cédigo Tarifario INEN: 210747

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) MYC, en el area de Citogenética 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

Médico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
desparafinizacion de la muestra, pre tratamiento de la muestra, desnaturacion e
hibridacion de la muestra, lavado de la muestra, analisis y emision de resultado.

Medico Patologo del Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacién de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

- 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.

DEFINICION DE TERMINOS

- Acido clorhidrico: Es una solucién acuosa de hidrégeno. Su férmula es HCI, es
utilizado en diferentes procesos en laboratorio en forma diluida.

- Citogenética molecular: Pruebas o técnicas que se basan en la tecnologia de la
Hibridacion In Situ con Florescencia.

- Cassettes de parafina: Soporte plastico para incluir tejido embebido en parafina.

- DAPI (4',6-Diamidino-2-Fenilindol): Marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas de Adenina y Timina en secuencias de ADN. Ampliamente
usado en microscopia de fluorescencia.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Desnaturalizacion: La desnaturalizacién de acidos nucleicos como el ADN a altas
temperaturas produce la separacion de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces
o puentes de hidrégeno se rompen.

- Florescencia. Sustancia fluorescente que se encuentra ligada a un segmento de ADN
especifico, que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion.

- Hibridacién: Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

- Lamina Silanizada: Lamina de vidrio con cubierta especial, que incrementa la carga
electrostatica positiva, facilitando la adhesion de las secciones de los tejidos a la
lamina.

- Muestra: Parte o cantidad pequeria de un tumor representativa del total, que se toma
o separa de ella para ser utilizado en diferentes procedimientos.

- Tejido Tumoral: Fragmento tisular que corresponde al area neoplasica de la muestra

- XILOL (Xileno o dimetilbenceno): Es un derivado dimetilado del Benceno, segun la
posicion relativa de los grupos metilo en el anillo bencénico. Se emplea como
disolvente.

SIGNIFICANCIA CLINICA

Estudio del rearreglo MYC/8qg24 para diagnéstico, pronéstico y seguimiento de linfomas
segun gulas clinicas actuales (1).

. EQUIPAMIENTO
7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)

- Equipo bafio maria

- Estacion de citogenética

- Sistema de hibridizacién y denaturacion.
- Vortex, mezclador de tubos

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Microscopio binocular con lente de Inmersién
- Microtomo de rotacién

- Cocina eléctrica

- Probeta de vidrio 100 mL

- Pinza de diseccién 10 cm

- Timer de 4 tiempos

- Coplin de vidrio vertical para 5 laminas

- Computadora

- |Impresora laser

7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL

(e : INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
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- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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

VIIl. SUMINISTROS
8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70° x 1 L
Alcohol etilico (Etanol) 99.8 % x 2.5 L
- XilolQ.P. x4 L
- Mascarilla descartable quirdrgica 3 pliegues

- Guante de nitrilo Talla S

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 mL

- Tacho de plastico 25 L Aprox.

-~ Contenedor de polipropileno de bioseguridad de 4.8 L

-~ Bolsa de polietileno 72 em x 51 cm color rojo

- Sonda MYC Conjugada Con Fluorocromo X 20 Determinaciones

- Kit Para Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) Para Corte Histologico X 20
Determinaciones

- Lapiz con punta de diamante para grabar en vidrio

- Lamina silanizada 25 mm x 75 mm x 100 unidades

- Aguadestiladax 1L

- Acido clorhidrico P.A. 37% x 1L

- Laminilla cubre objeto 22 mm x 22 mm x 100 unidades
- Tips 0.5 UI-10 Ul x 500

IX. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Pag. 3



Sector

Salud
PNT.DNCC.INEN. 081 PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE HIBRIDACION IN
SITU CON FLUORESCENCIA (FISH) MYC- V.01

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

- Equipos eléctricos
9.2 Servicios Publicos:

- Agua

- Luz

- Teléfono

MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) en lamina sialinizada.
10.3. Recipiente:
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:
- Segln criterios de conservacion de Tejido embebido en parafina (TEEP).
- Lamina sialinizada: proceso inmediato, evitar ambientes contaminados y polvo.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en el inserto y protocolos propios del area de
Citogenética del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

Toma de muestra:

Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de conservacion
por el Equipo Funcional de Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de
Patologia.

Registro de la muestra:

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

Eleccion de la lamina y bloque:

Realizado por el Médico Patélogo, define el area donde se realiza el proceso.
Luego el bloque pasa a la realizacion de nuevos cortes y el armado de lamina
silanizada.

11.4 Desparafinizacion de muestra:

Por medio de una bateria de alcoholes (Xilol), se realizan los lavados de la lamina
para eliminar la parafina.

11.5 Pre tratamiento de las muestras:

En posterior se somete a la lamina a multiples lavados con los reactivos del Kit
Para Hibridacion In Situ Fluorescente (Fish) para corte histologico este kit incluye la
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sonda break apart para el gen MYC; asi como pepsina para la digestion de
proteinas y alcoholes para los diferentes lavados.

11.6 Desnaturalizacion e hibridacion de la muestra:

Se somete a la lamina a altas temperaturas en el equipo Hibridizador, para lograr la
desnaturacion de la hebra de cadena doble de ADN; y luego se disminuye la
temperatura para que ambas sondas hibridicen.

11.7 Lavado de la muestra:

Se realiza lavados muiltiples con soluciones astringentes y alcoholes, para eliminar
restos de sondas u trazas de parafina; la lamina final debera ser conservada en el
congelador.

11.8 Analisis de resultado:

La lamina preparada se carga en el microscopio de fluorescencia, se ubica la
regién a analizar y se realiza el conteo de 100 nucleos y en cada uno se determina
la presencia de las sefales fluorescentes, al ser una sonda break apart; la sefial
amarilla significa que no se produjo el rearreglo mientras que la presencia de
sefales roja y verde definen la presencia del rearreglo MYC; se realiza el conteo
de las sefiales en todas las células y se describe el nimero de células con el
rearreglo segun protocolos internos.

11.9 Elaboracién y entrega de resultado:

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

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris NL, Stein H, Siebert R, et al. The 2016
revision of the World Health Organization classification of lymphoid neoplasms. Blood.
2016 May 19;127(20):2375-90.
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ANEXO 1: CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
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MODIFICACION Y MEJORA (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 10082020 Alferez
Enfermedades Neoplasicas
(Resolucion  Jefatural N°® 276-
2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE HIBRIDACION IN SITU CON

FLUORESCENCIA (FISH) ALK

OBJETIVO
Normalizar el procedimiento de Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) ALK.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Cadigo CPMS (MINSA): 88271.02
Cédigo Tarifario INEN: 210745

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para el procedimiento de Hibridacién in situ
con fluorescencia (FISH) ALK, en el area de en el drea de Citogenética del Equipo
Funcional de Genética y Biologia Molecular, desde su recepciéon hasta el reporte del
resultado obtenido.

RESPONSABILIDADES

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

Medico Genetista del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga
de supervisar el proceso, apoyar en el andlisis del resultado y validar los resultados
en la plataforma informatica SISINEN.

Bidlogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: se encarga de
realizar los procesos de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra,
desparafinizaciéon de la muestra, pre tratamiento de la muestra, desnaturacion e
hibridacion de la muestra, lavado de la muestra, analisis y emision de resultado.

Médico Patdlogo del Equipo Funcional de Patologia Quirirgica y Necropsia: se
encarga de la revision de laminas para colocar la marcacion de la zona de estudio,
asi como elegir el bloque de tejido embebido en parafina especificos para estudio.

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.

DEFINICION DE TERMINOS
- Acido clorhidrico: Es una solucién acuosa de hidrégeno. Su férmula es HCI, es

utilizado en diferentes procesos en laboratorio en forma diluida.

Citogenética molecular: Pruebas o técnicas que se basan en la tecnologia de la
Hibridacion In Situ con Florescencia.

Cassettes de parafina: Soporte plastico para incluir tejido embebido en parafina.

DAPI (4°,6-Diamidino-2-Fenilindol): Marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas de Adenina y Timina en secuencias de ADN. Ampliamente
usado en microscopia de fluorescencia.
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Vi

- Desnaturalizacién: La desnaturalizacion de acidos nucleicos como el ADN a altas
temperaturas produce la separacioén de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces
o puentes de hidrégeno se rompen.

- Florescencia. Sustancia fluorescente que se encuentra ligada a un segmento de ADN
especifico, que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion.

- Hibridacién: Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

- Lamina Silanizada: Lamina de vidrio con cubierta especial, que incrementa la carga
electrostatica positiva, facilitando la adhesion de las secciones de los tejidos a la
lamina.

- Muestra: Parte o cantidad pequefia de un tumor representativa del total, que se toma
o separa de ella para ser utilizado en diferentes procedimientos.

- Tejido Tumoral: Fragmento tisular que corresponde al area neoplasica de la muestra

- XILOL (Xileno o dimetilbenceno): Es un derivado dimetilado del Benceno, segun la
posicion relativa de los grupos metilo en el anillo bencénico. Se emplea como
disolvente.

SIGNIFICANCIA CLIiNICA

Estudio de la rearreglo ALK/2p23 para la seleccion de terapia en los pacientes con Cancer
de pulmén de células no pequefias (CPCNP) avanzado y que media el uso de terapia
target o blanco (1).

. EQUIPAMIENTO

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico)
- Equipo bafio maria
- Estacion de citogenética
- Sistema de hibridizacién y denaturacion.
- Vortex, mezclador de tubos
- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco
- Microscopio binccular con lente de Inmersién
- Microtomo de rotacion
- Cocina eléctrica
- Probeta de vidrio 100 mL
- Pinza de diseccién 10 cm
- Timer de 4 tiempos
- Coplin de vidrio vertical para 5 laminas
- Computadora
- Impresora laser
7.2 Instrumentales

- Micropipeta volumen variable 0.5 uL — 10 uL
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- Micropipeta volumen variable 20 uL — 200 uL
- Micropipeta volumen variable 2 uL — 20 uL
- Micropipeta volumen variable 100 uL — 20 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 metalico para transporte en general con plataforma de metal

. SUMINISTROS

8.1 Insumos y material:
- Alcohol etilico (Etanol) 70°x 1 L
- Alcohol etilico (Etanol) 99.8 % x 2.5 L
- XilolQP.x4L
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues
- Guante de nitrilo Talla S
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Jabdn germicida liquido x 800 mL
- Tacho de plastico 25 L Aprox.
- Contenedor de polipropileno de bioseguridad de 4.8 L
- Bolsa de polietileno 72 cm x 51 cm color rojo
- Kit Sonda para rearreglo gen Alk Pathvysion 20 Determinaciones x 4 Piezas
- Lapiz con punta de diamante para grabar en vidrio
- Lamina silanizada 25 mm x 75 mm x 100 unidades
- Aguadestiladax 1L
- Laminilla cubre objeto 22 mm x 22 mm x 100 unidades
- Tips 0.5 Ul -10 Ul x 500

SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS

9.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de Equipamiento:
- Equipos biomedicos

Equipos de aire acondicionado

Equipos eléctricos
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9.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono

X. MUESTRA
10.1. Obtencion de la muestra:

- Tejido embebido en parafina (TEEP): es realizado por el Equipo Funcional de
Patologia Quirtrgica y Necropsia del Departamento de Patologia.

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos nucleicos: Acido desoxirribonucleico (ADN) en lamina sialinizada.
10.3. Recipiente:
- Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de parafina.
10.4. Conservacion y manejo:
- Segun criterios de conservacion de Tejido embebido en parafina (TEEP).
- Lamina sialinizada: proceso inmediato, evitar ambientes contaminados y polvo.

MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Basado en metodologia descrita en el inserto y protocolos propios del area de
Citogenética del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular del Departamento de
Patologia:

Toma de muestra:

Tejido embebido en parafina (TEEP): muestra obtenida del area de conservacion
por el Equipo Funcional de Patologia Quirtirgica y Necropsia del Departamento de
Patologia.

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.

Eleccion de la lamina y bloque:

Realizado por el Médico Patélogo, define el area donde se realiza el proceso.
Luego el bloque pasa a la realizaciéon de nuevos cortes y el armado de lamina
silanizada.

Desparafinizacion de muestra:

Por medio de una bateria de alcoholes (Xilol), se realizan los lavados de la lamina
para eliminar la parafina.

Pre tratamiento de las muestras:

En posterior se somete a la ldmina a mdltiples lavados con los reactivos del Kit
Sonda Para Rearreglo Gen Alk Pathvysion, este kit incluye la sonda break apart
para el gen ALK, controles positivos y negativos; asi como pepsina para la
digestion de proteinas y alcoholes para los diferentes lavados.
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11.6 Desnaturalizacién e hibridacion de la muestra:

Se somete a la lamina a altas temperaturas en el equipo Hibridizador, para lograr la
desnaturacion de la hebra de cadena doble de ADN; y luego se disminuye la
temperatura para que ambas sondas hibridicen.

11.7 Lavado de la muestra:

Se realiza lavados muiltiples con soluciones astringentes y alcoholes, para eliminar
restos de sondas u trazas de parafina; la lamina final debera ser conservada en el
congelador.

11.8 Analisis de resultado:

La lamina preparada se carga en el microscopio de fluorescencia, se ubica la
region a analizar y se realiza el conteo de 50 nucleos y en cada uno se determina
la presencia de las sefales fluorescentes, al ser una sonda break apart; la sefial
amarilla significa que no se produjo el rearreglo mientras que la presencia de
sefiales roja y verde definen la presencia del rearreglo ALK; se realiza el conteo de
las sefales en todas las células y se categoriza el resultado en: Negativo para el
rearreglo: <5 células (5/50) son positivas para el rearreglo; Positivo para el
prearreglo: >25 células (25/50) son positivas para el rearreglo. Equivoco: 5-25
celulas son positivas para el rearreglo; en este grupo es necesario realizar un
segundo conteo de 100 celulas; si se encuentran >15/100 se considera negativo; si
se encuentran 215/100 la muestra se considerara positiva segun bibliografia (1) y
protocolos internos.

11.9 Elaboracion y entrega de resultado:

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

Xil. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Lindeman NI, Cagle PT, Aisner DL, Arcila ME, Beasley MB, Bernicker EH, et al.
Updated Molecular Testing Guideline for the Selection of Lung Cancer Patients for
Treatment With Targeted Tyrosine Kinase Inhibitors: Guideline From the College of
American Pathologists, the International Association for the Study of Lung Cancer, and
the Association for Molecular Pathology. Arch Pathol Lab Med. 2018 Mar;142(3):321—
46.

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

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

- FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA e e ek 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 10/08/2020 Alferez

Enfermedades Neoplasicas

(Resolucion Jefatural N°* 276-
2019-J/INEN.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE DETECCION DE INESTABILIDAD DE

MICROSATELITES

. OBJETIVO. -

Normalizar el Procedimiento de Deteccion de Inestabilidad de Microsatélites.

IDENTIFICACION DEL CPMS. -
- Codigo CPMS (MINSA) 88299.11
- Cadigo tarifario INEN 210741

ALCANCE. -

El presente documento normativo se emplea el para el procedimiento de Deteccion de
Inestabilidad de Microsatélites en el area de Biclogia 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
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 en el SISINEN.

Biélogo del Equipo Funcional de Genética y Biologia Molecular: realiza los procesos
de la muestra, desde la codificacion interna de la muestra, extraccion de ADN,
amplificacion, electroforesis por bioanalizador, analisis y emisién 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.

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 regulacion de los procesos administrativos relacionados al
ingreso de las muestras

Médico Patélogo del Equipo Funcional de Patologia Quirurgica: 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
neoplasias.
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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.

- 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.

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

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

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

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

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR.- Técnica de laboratorio que consiste
en la amplificacion de un fragmento de ADN/cADN.

SIGNIFICANCIA CLINICA. -

Este estudio esta indicado para la determinacién de la inestabilidad de microsatélites por
medio de marcadores definidos segln panel de Bethesda (BAT25, BAT26, D2S125,
D5S346 y D17S250) en casos de sospecha de falla de sistema de reparacion de
apareamiento de bases (Mismatch repair, MMR) mediante la comparacion de los perfiles
alélicos de tejido control (sangre periférica) y tejido tumoral. Se utiliza para descarte de
sindromes de predisposicion genética a cancer de colon y también para estimar la
respuesta al tratamiento adyuvante con 5-fluorouracilo y/o estimar pronéstico (1).

. EQUIPAMIENTO. -

7.1 Equipamiento (médico, biomédico, electromecanico, informatico). —
- Camara de Flujo Laminar, clase I
- Centrifuga para tubos (02)
- Vortex
- Microcentrifuga refrigerada
- Espectrofotometro

- Termociclador
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- Camara Fotografica Digital

- Céamara de electroforesis horizontal

- Fuente de poder para electroforesis de geles de agarosa

- Balanza pequefia digital

- Transiluminador

- Refrigeradora de 02 puertas, color blanco

- Congeladora de metal

- Equipo de aire acondicionado (2)

- Impresora Laser Blanco y negro52 ppm

- Lectora de Codigo de barras

- Impresora de Cédigo de barras térmica 102 mm/seg
7.2 Instrumentales. -

- Micropipeta volumen variable 0.5 ul -10ul

- Micropipeta volumen variable 20 ul -200ul

- Micropipeta volumen variable 2 ul - 20ul

- Micropipeta volumen variable 100 ul - 20ul
7.3 Mobiliario. —

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Estante de melanina

- Moddulo de melanina para computadora

- Mesa de metal

- Silla fija de metal con brazos

e gy

W

- Coche metalico para transporte en general con plataforma de metal

VIIl. SUMINISTROS. —
8.1 Insumos y material:

- Mascarilla descartable tipo N-95

- Guante para examen descartable talla S

- Alcohol etilico (etanol) 70° x 500 ml

- Algodén hidrofilo x 500 g

- Aguja multiple para extraccién 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.

- Papel toalla x 300 m
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- Jabodn germicida liquido con triclosan x 800 m

- Guardapolvo de dril manga larga para caballero talla S

- Guardapolvo de dril para dama manga larga talla S

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

- Pantaldn dril unisex talla S color celeste

- Contenedor de plastico de bioseguridad portatil de 950 ml

- Lentes protectores de policarbonato

- Papel bond 75 g tamario A4 (2)

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

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Jabén germicida liquido x 800 ml

- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Guante para examen descartable talla m

- Tacho de plastico 25 L aprox.

- XiolQP.X1L

- Alcohol Etilico (Etanol) 98.0% X 2.5 L

- Tips Con Filtro 1000 uL X 96

- Tips Con Filtro 200 uL X 96

- Kit De Extraccion De ADN Genomico X 50 Determinaciones

- Kit Para La Extraccion De Arn Total De Tejido Formolado Y/O Parafinado X 50

Reacciones
- Plumon Resaltador Punta Mediana Biselada
- Primer Bat40-F 5-ATTAACTTCCTACACCACAAC-3' 50 N
- Primer Bat40-R 5-GTAGAGCAAGACCACCTTG-3' 50 N
- Primer Bat25-F 5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3' 50 N
- Primer Bat25-R 5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'50 N
- Primer Bat26-F 5-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'50 N
- Primer Bat26-R 5-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'50 N
- Primer D2S123-F 5'-GCCAGAGAAATTAGACACAGTG-3'50 N
- Primer D2S123-R 5'-CTGACTTGGATACCATCTATCTA-3' 50 N
- Primer D5S346-F 5'-TACTCACTCTAGTGATAAATCGG-3' 50 N
- Primer D5S346-R 5'-TTCAGGGAATTGAGAGTTACAG-3' 50 N
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- Primer D17S250-F 5'-AATAGACAATAAAAATATGTGTGTG-3' 50 N

- Primer D17S250-R 5'-TATATATTTAAACCATTTGAAAGTG-3' 50 N

- Enzima Taq Adn Polimerasa Termoactivable De Alta Fidelidad X 100 U

- Deoxinucleotidos Dntps 4 X 40 Umol En Concentracion 100 Mm (Kit)

- Tips Esteril Con Filtro 0.5 Ul - 10 Ul (Maxima Recuperacion) X 96 Uni/Rack

- Set De Reactivos De Analisis De Arn Para Equipo Bioanalizador X 25
Determinaciones

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:

- 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.

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

10.2. Sistema biolégico:
- Acidos Nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (ADN).
10.3. Recipiente:
- Sangre Venosa: tubo al vacio con anticoagulante EDTA de potasio.
-  Tejido embebido en parafina (TEEP): bloque de 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

- Los necesarios al bloque de parafina.
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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:

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.

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 codificacién interna, realizada
por el Bidlogo.

Extraccion de ADN:

Previo a este paso se realiza la revision de laminas por el medico patologo del E. F.
de Patologia Quirurgica, debe definir regionas con mas 10% de carga tumoral.
Luego de identificar la region a estudiar, se realizara por lo menos 5 cortes de 1-
1.5u del blogue de parafina, material que sera colocado en un tubo de 1.5ml y seran
sometidos a una bateria de alcoholes (xilol) para realizar |la desparafinacion. Luego
por medio del kit de extraccion de ADN genomico y por método de columnas se
obtendra dos pellets que contienen &cidos nucleicos, tanto de la muestra de sangre
periférica asi como la pieza tumoral; los cuales seran resuspendidos con agua de
grado molecular para pasar a la siguiente actividad.

Ampliacion:

Se prepara el proceso de PCR convencional, por medio de uso de primers para los
5 marcadores de microsatélites (BAT25, BAT26, D2S125, D5S346 y D17S250)
pormedio del 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 el producto amplificado de la regién especifica.

Electroforesis por bioanalizador:

Por medio de reactivos de analisis de ARN para equipo de bioanalizador, chip
especifico del equipo y sotfware propio, se analizan los patrones del tejido nromal
8sangre periférica) y tejido tumoral.

Analisis de resultado:

El analisis define la diferencia entre los patrones normal y tumoral; se interpreta
como marcador microsatélite estable (MSS) cuando el patron de ambos es similar y
sera inestable alto (MSI-H) si existe diferencia en los patrones de por lo menos dos
marcadores; segun bibliografia (1)(2) y protocolos internos.

Elaboracion y entrega de resultado:

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

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

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

- FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA | DESCRIPCION MEsonn DITICACIONY | £ ABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)
Se elabora PNT segun DA N° 001-
2019-INEN-DICON-DNCC
“Lineamientos para la elaboracién de
1-8 | Documentos Normativos en el | 24/02/2020 | M-C. A. Pamela

Mora Alferez
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