INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS NZ Y 2020-J1NEN

QEPUBLICA DEL PEgy,

RESOLUCION JEFATURAL

Lima, <11 de SETEREde 2020

VISTOS:

El Informe N° 0285-2020-DICON/INEN, de la Direccién de Control de Cancer, el
Memorando N° 890-2020-OGPP/INEN de la Oficina General de Planeamiento y
Presupuesto y el Informe N° 0644-2020-OAJ/INEN de ia Oficina de Asesoria Juridica;

Y,
CONSIDERANDO:

Que a través de la Ley N° 28748, se creé 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° 285-2020-DICON/INEN, la Direccién de Control de Cancer,
remite el Memorando N° 890-2020-OGPP/INEN, de la Oficina General de
Planeamiento y Presupuesto, con el cual alcanza los Informes N° 139- 2020-00-
OGPP/INEN elaborado por la Oficina de Organizacion y el Informe N° 826-2020-OPE-
EESORA OGPP/INEN elaborado por la Oficina de Planeamiento Estratégico, mediante el cual

J emiten opinién favorable con respecto al  Anteproyecto de Procedimiento
Normalizado dé Trabajo del Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo.
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion;

Que, de la revision efectuada del Documento Normativo en cuestion elaborado por el
Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion - Equipo
Funcional. de Patologia Clinica - Departamento de Patologia, se aprecia que cumple
con la estructura minima sefalada en la Directiva Administrativa N° 001-2019-
INEN/DICON-DNCC “Lineamientos para la Eiaboracion de Documentos Normativos en
‘el Instituto Nacional de Enfermedades Neopidsicas — INEN, aprobado mediante
Resolucién Jefatural N° 276-2019-J/INEN, de fecha 10 de julio de 2019;

Que, en mérito al sustento técnico de la Oficina de Organizacidn y del Departamento
de Normatividad, Calidad y Control Nacional de Servicics Oncoldgicos, para la
aprobacion de los Procedimientos Normalizados de Trabajo - Area de Trabajo



Laboratorio . de Histocompatibilidad y  Criopreservacion - Tomo Il (08 PNTs),
corresponde emitir el acto resolutivo correspondiente para su aprobacion,

Contando con los visios buenos de la Suk: Jefatura Institucional, de la Gerencia
General, de la Direccion de Controi del Cancer, de! Departamento de Normatividad,
Calidad y Control Naciona! de Servicios Oncolédgicos, de la Cficina General de
Planeamiento y Presupuesto y de |2 Oficina de Asesoria Juridica;

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

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- APROBAR ei Documento Técnico siguiente, que en anexo
forma parte integrante de la presente reselucién

e Procedimientos Normalizados de Trabajo - Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacién - Tomo Il (08 PN7s)

ARTICULO SEGUNDQ: Encargar a la Oficina de Comunicaciones la difusion de la
Presente Resoiucion Jefatural, asi como su publicacién en ia Pagina Web
Institucional.

'REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE.

lete institucional
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEGPLASICAS
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Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE TIPIFICACION MOLECULAR
HLA-DQ-SSO EN RESOLUCION INTERMEDIA

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento para el analisis de tipificacion molecular HLA-DQ-SSO en
resolucion intermedia.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 86816.02

- Cdodigo Tarifario INEN: 240113

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la tipificacion molecular HLA-DQ-SSO
en resolucion intermedia, en el Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Meédico Patologo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, confirmar analisis y firmar los
resultados del analisis.

Bidlogo/a del Grupo de Trabajo Analisis, del Area de Trabajo Laboratoric de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el analisis de laboratorio
en muestra bioldgica.

Personal administrativo del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcion y regulacion de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

EFINICION DE TERMINOS

- Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestién de la Calidad — SGC del Equipo

Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

6.1 ElI presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Calidad del Equipo Funcional de Patologia Clinica del

\4;5&( INEN.
; 6.2 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
R lineamientos del Manual de Bioseguridad del Equipo Funcional de Patologia Clinica
del INEN.

6.3 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se elabora en base a los
instructivos emitidos por el fabricante.

6.4 La mezcla de perlas, el buffer de hibridacién y el buffer SAPE son susceptibles a la
fuz. Mantenerlos en oscuridad.

6.5 El buffer SAPE es susceptible a la temperatura, debera ser almacenado de -80° a 8
°C, una vez descongelado debe ser almacenado en un congelador de 2° a 8 °C.

6.6 Los buffers con excepcion del buffer SAPE tienen un rango de temperatura entre -80°
a 25 °C, pudiendo ser congelados y descongelados hasta terminar su uso.
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6.7 Las perlas son mas estables cuando estan congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso. Una vez descongelada manténgase a 4 °C.

6.8 Los sets de primers y el D-mix es mas estable a un rango de temperatura de -80° a
-20 °C, se recomienda este rango de temperatura para su almacenamiento, pudiendo
congelarse y descongelarse cada vez para su uso.

VIl. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los alelos del complejo mayor de histocompatibilidad humano situados en el brazo corto
del cromosoma 6, codifican dos clases diferentes de moléculas de la superficie celular, las
que son enormemente polimorficas y se unen a antigenos procesados y los presentan en
. forma de péptidos a los linfocitos T (1). Este paso de presentacion es crucial para el inicio
de las respuestas inmunes celular y humoral, por lo que estas moléculas juegan un papel
esencial en la regulacion del sistema inmune en la biologia de los trasplantes, asi como en
la susceptibilidad a una serie de enfermedades, incluidos los trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer (2). Las moléculas de clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C, se
encuentran en la mayoria de las células nucleadas. Son glicoproteinas de la superficie
celular que se unen a péptidos derivados de proteinas sintetizadas endégenamente (por
ejemplo, péptidos virales y tumorales) y los presentan a las células CD8+ T (3). Estos
heterodimeros estan formados por una cadena alfa codificada por un gen HLA y asociada
a un polipéptido que no esta codificado en el MHC, la 2-microgiobulina.

Aunque la B2-microglobulina es monomorfica, los genes de la cadena alfa son
extremadamente polimorficos. Esta variabilidad se localiza principalmente en los exones 2
y 3, que codifican los dominios extracelulares del extremo amino que funcionan como
sitios de unién al péptido. Dentro de esos dos exones, el polimorfismo esta concentrado en
agrupaciones (clusters) discretas que se encuentran dentro de una regidn marco
relativamente conservada. El analisis cristalografico de las estructuras del HLA clase | ha
mostrado que estos residuos polimorficos revisten el interior del surco de unién al peptido
y estan en contacto directo con el péptido y/o el receptor de la célula T (4).

~ VIil. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

‘; El método de tipificacion inversa de ADN mediante reaccién en cadena de polimerasa de
i secuencia especifica de oligonucledtido PCR-SSO, empleando los principios de citometria
/é flujo. Primero, el ADN de destino se amplifica por PCR utilizando un cebador

especifico de grupo. El producto de PCR esta biotinilado, lo que permite su deteccidn con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE) (5).

El producto de PCR se desnaturaliza y vuelve a hibridar con sondas de ADN
complementarias conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente. Un
analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada
microesfera. La asignacion de la tipificacion de HLA se basa en el patrén de reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas (6).

IX. SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.3. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): Maxima,
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad ~
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

EQUIPAMIENTO

10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Placa para PCR de 96 pocillos
- Placas de tipificacion de 96 pocillos para citémetro de flujo LABScanTM 100
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- Agitador (Vortex)
- Citdmetro de flujo LABScanTM 100 — Sistema Luminex 200
- Congeladora eléctrica vertical hasta -80° C
- Microcentrifuga
- Termociclador
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 12 000 Btu tipo split
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo
- Centrifuga:
¢ Rotor para microtubos de 1.5 mL
* Rotor para microplacas de 96 pocillos
- Computadora personal portatil con pantalla de 14 In
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Monitor plano de 20 In
- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz
- Teclado - keyboard con puerto USB
- Mouse 6ptico con puerto USB

10.2 Instrumentales:

- Micropipeta volumen variabie 1000 L - 5000 uL

- Micropipeta volumen variable 10 pL - 100 pL

- Micropipeta volumen fijo 50 pL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 0.5 yl. - 10 ulL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 10 ul - 100 uL

- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL - 2 mL (caja X 4 unidades)

- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras

10.3 Mobiliario:

- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Mesa de metal

- Estante de melamina

- Cajonera rodable de melamina

10.4 Software:

- Sistema Luminex 200

SUMINISTROS

11.1 Insumos y material:
- Jabodn germicida liquido x 800 mL
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
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- Bota descartable antideslizante
- Gorro descartable unisex x 100 unidades
- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mascarilla descartable quirargica 3 pliegues
Mandil descartable estéril talla estandar tips con filtro 100 yL
- Boligrafo (lapicero) de tinta liquida punta fina color azul
- Cuaderno empastado rayado tamario A5 x 200 hojas
- Papel bond 75 g tamano A4
- Toéner de impresion para HP cod. ref. 05x ce505x negro
Placas microtest PS fondo V
Tips estéril con filtro 0.1 uL - 10 yL x 96 unidades
Tips con filtro 200 pL x 96 unidades
- Tips 200 pl x 1000 unidades
- Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) X 250 uL
- Tips 0.5 uL -10 pL x 500 unidades

- Plumén de tinta indeleble punta fina

11.2 Reactivos:
- Agua molecular
- Agua destilada
- Etanol 70%

- Buffer de denaturacion

- Buffer de neutralizacion

- Buffer de hibridacion

- Buffer de lavado

- Buffer SAPE

- Primer set D-mix LOCUS DQ

- Primer set LOCUS DQ

- Mezcla de perlas LOCUS DQ

- R-ficoeritrina-estreptidina conjugada SAPE

- Taq polimerasa

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer Tae 10X grado biologia molecular x 1 L
- Colorante para acidos nucleicos (DNA) en gel de agarosa 10 000X x 200 pL

- Kit de tipificacion molecular de HLA-DQ-gendmico por sec. oligonuclettidos
(SSO) x 20 determinaciones

- PCR Tray
- PE conjugated streptavidin liofilizado
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- Reactivo SYBR SAFE P/T incion de electroforesis ADN en gel agarosa 10X

11.2.1 Materiales de control:
- Perla de calibracion LX200 CALIBRATION KIT
- Sheat fluid 20L

11.2.2 Patrén o calibrador
- Perlas de control LX200 VERIFICATION KIT

XIl. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:
a) Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

12.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Telefono/internet

XIl. MUESTRA
13.1. Obtencién de la muestra:

- Ver DI PC-PC MAN 05: Obtencién por puncién venosa.
13.2. Sistema biologico:

- ADN.

. Recipiente:

- Tubo cénico 1.5 mL.

» / 13.4. Conservacién y manejo:

- Mantener el ADN a temperaturas en un rango entre -20 y -30°C, para su mejor
conservacién.
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XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de tipificacion molecular HLA-DQ-SSO en resolucion

14.1.1

14.2.1

14.2.2
14.2.3

14.2.4
14.2.5

14.3.1

14.4.1

intermedia, se realizan las siguientes actividades:

14.1 Recepcion, registro y almacenamiento de DNA:

Ver DI PC-HC INS 03.

14.2 Calibracién de equipo:

Dar click en la pestafia MAINTENANCE para ingresar a la pantalla
mantenimiento, luego dar click en AUTO MAINT.

Seleccionar SYSTEM CALIBRATION.

Dar click en EJECT y se abrira la compuerta del equipo, colocar la placa
blanca, administrar los calibradores.

Dar click en EJECT para cerrar la compuerta.

Dar click en RUN para iniciar la rutina.

14.3 Amplificacion de los genes HLA:

Seguin DI PC INS 06 AMPLIFICACION.

14.4 Separacion mediante electroforesis:
Segun DI PC INS 17.
14.5 Tipificacion molecular genes HLA:

14.5.1 Preparacion de equipo y reactivos — configuracion de la prueba: Fijarse en

la Tabla N° 1 para los volimenes de reactivos necesitados segun el nimero
de muestras.

a)

Programar el termociclador para una temperatura definida a 60 °C.
Durante la incubacion, recuerde sellar la placa de PCR, utilice una
almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa.

Alicuotar de Buffer de desnaturalizacion (DB), Buffer de Neutralizacion
(NB), Buffer de Hibridacién (HB) deben ser almacenado a temperatura
ambiente antes de su uso inmediato.

Combine la cantidad apropiada Mezcla de Perlas (BM) LOCUS DQ,
con la cantidad especifica de Buffer de Hibridacion (HB) para preparar
la Mezcla de Perlas y el Buffer de Hibridacion (HBM). Esto se hace
inmediatamente siguiendo la neutralizacion de la muestra.

Alicuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) segun la Tabla
N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". Recuerdar de guardar los
reactivos no usados a 4 °C. Preparar 1X SAPE Solucién (SSB) segtn
la Tabla N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". No mezclar hasta
la tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta a 100X,
removerla solo cuando sea necesario y retornar inmediatamente a una
temperatura entre 2°y 8 °C.

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: pastmaster@inen.sid.pe

Fecha de Caducidad: Pagina 6 de 12
16/07/2024




PNT.DNCC.INEN.143. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
TIPIFICACION MOLECULAR HLA-DQ-SSO EN RESOLUCION INTERMEDIA V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento - Departamento de Patologia -
Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion

Tabla N° 1: Volimenes de reactivos

1 25 5 34 480 4

5 12.5 25 170 2400 20
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000 200
96 240 480 3264 46080 384

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

Tabla N° 2: Volimenes de SAPE y BUFFER SAPE

1 05 495

5 25 247.5

10 5.0 495.0

N 20 10.0 990.0
) 50 25.0 2475.0
% 48.0 4752.0

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

14.5.2 Desnaturalizacion / neutralizacion:
a) Preparar un bafio con hielo molido.
b) Colocar una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

c) Transferir 5 yL de cada muestra de DNA amplificado en un pocilio
limpio de una placa de 96 pocillos. Asegurese que la ubicacion y la
identificacion sean anotadas.

d) Adicionar 2.5 pL de Buffer de Desnaturalizacién (DB), mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Adicionar 5 yL de Buffer de Neutralizacién (NB) con una pipeta y
mezclar fuertemente (preferentemente con succién y descarga arriba y
abajo con la pipeta). Note el cambio de color de rosa hacia amarillo
palido o claro.

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

Fecha de Caducidad: Pégina 7 de 12
DI PC-HC PNT 12 16/07/2024




PNT.DNCC.INEN.143. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
TIPIFICACION MOLECULAR HLA-DQ-SSO EN RESOLUCION INTERMEDIA V.01

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento - Departamento de Patologia -
Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y

Criopreservacion

f)

Colocar la placa de producto de neutralizacidon en un bafio de hielo.
Evite la contaminacion del producto PCR con agua.

14.5.3 Hibridacion:

Nota: Asegurarse que el termociclador ha sido prendido y el programa de
60 °C ha comenzado a calentar el bloque.

14.5.4

14.5.5

a)

Combinar voliumenes apropiados de Mezcla de Perlas (BM) LOCUS
DQ, Buffer de Hibridacion (HB), vortice. Consulte la tabla.

Adicionar 38 uL de Mezcla de Perlas y el Buffer de Hibridacion a cada
pocillo.

Quitar la placa de! bafic de hielo, cubra la placa con el sello, y vortice.

Quitar la placa del soporte y coloquela en el termociclador (60 °C) pre
calentado, utilice una almohadilla de presién, cierre y apriete la tapa,
incubar por 15 minutos.

Colocar la placa en el soporte, quite el sello de la placa y rapidamente
afiada 100 pL de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y cubra con
sello la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000 g - 1300 g.

Repetir el paso e) dos veces mas por un total de 3 lavados. Recordar
preparar 1X SAPE Solucién (SSB) durante la tercera centrifugacion.
Consultar la Tabla N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE”.

ldentificacion:

a)

c)

d)

e)

Colocar la placa en el soporte; afiadir 50ul. 1X SAPE Solucién (SSB) a
cada pocillo, y cubra con sello la placa y vortice. Colocar la placa de
PCR en el termociclador (60 °C) pre calentado, utilice una almohadilla
de presidn, cierre y apriete la tapa, incubar por 5 minutos.

Sacar la placa, y colocar en el soporte, luego quitar el sello de la placa,
y rapidamente afiadir 100 uL de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo,
y cubra con sello la placa. Centrifugar la placa por 5 minutos entre
1000g y 1300 g, colocar en el sostenedor de la bandeja y eliminar el
buffer de lavado.

Adicionar 70 uL del Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, mezcle con
cuidado y traslade a la placa para leer usando una pipeta multicanal de
8 0 12 canales. El volumen final debera ser de al menos 80 L.

Cubrir la placa con sello de placa y papel de aluminio. Mantenga en la
oscuridad y a temperatura de 4 °C hasta colocarla en el
LabScanTM100 para leer.

Para mejores resultados, leer las muestras lo mas antes posible. El
almacenamiento prolongado de las muestras {(mas de 4 horas) puede
resultar en pérdida de marcaje.

Leyendo muestras:

a)
b)

Llenar el Sheath Fluid envase y asegure bien el tapon.

Después que la maquina pase por pre-calentamiento, siga con
preparacion y afluir con alcohol. Si es necesario calibrar con gotas de
calibracion, seguido por 4 lavados obligatorios.

Seleccionar el icono plantilla (TEMPLATE) y seleccionar la mezcla de
gotas que sera usada. Verificar el nimero de lote seleccionado.

I PC-HC PNT 12
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d) Seleccionar el icono SETTINGS para asignar el nimero de muestras
que seran probadas, el volumen de la muestra debe estar a 50 uL y los
eventos a 100 por cada gota.

e) Anotar las identificaciones de cada muestra.

f)  Una vez terminado, subrayar el “analyzer menu”. PRIME, cuando la
operacion este completa subrayar la primera muestra para indicar
donde empezar. Es recomendable que la primera muestra sea
interpretada como muestra sola (escoja icono START) para verificar
que las muestras estén interpretando adecuadamente. Por ejemplo,
verificando la presencia de aire y que la presiéon de la maquina este
correcta.

g) Seleccionar el icono START el tiempo de interpretacion varie entre 10
segundos a 1.5 minutos dependiendo del numero de gotas. Si la
primera muestra lee correctamente, pueden rechazar el “Single
Setting"”.

h) Cuando la maquina cumple leyendo la muestra, avanzara a la proxima
muestra y continuara automaticamente completando las muestras
restantes.

i) Cuando haya terminado con la Ultima muestra, escojer el icono SAVE.
14.5.6 Cerrando la maquina:

a) Lave 2X con sheath fluid, desinfecte (Sanitize) 1X con 20% lejia, lavar
3X con agua DI y remoje (Soak) con agua DI.

b) La maquina puede ser cerrada y afloje el tapén de la botella del sheath
fluid.

Andlisis y elaboracion del Informe HLA

14.6.1 El personal asistencial con ayuda del software de recopilacién de datos o
equivalente realiza el analisis respectivo.

14.6.2 Se redacta e! informe de los resultados HLA.

14.6.3 La validacién es realizada el Médico Patodlogo encargado del Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion.

14.6.4 El personal asistencial elabora el informe final con la descripcion de los
hallazgos y particularidades de la prueba realizada.

</ .
XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestion de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

| XVI. RESULTADOS ANALITICOS

16.1 Rango de valores a informar:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-DQ- SSO en resolucion intermedia

- Texto

Sub _analisis 2: Observaciones _tipificacion molecular HLA-DQ-SSO en resolucion
intermedia

- Texto, describir hallazgos particulares de la prueba realizada.
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- Indicar de requerimiento de nueva muestra.

16.2 Rangos de alarma:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-DQ- SSO en resolucion intermedia

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica

Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-DQ-SSO en resolucién
intermedia

- Texto: No aplica

16.3 Intervalos de referencia:
Sub analisis 1: tipificacién molecular HLA-DQ- SSO en resolucion intermedia

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica

Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-DQ-SSO en resolucién
intermedia

- Texto: No aplica
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\ XVIIl. ANEXOS
- Anexo N° 1: Control de registros

- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1
CONTROL DE REGISTROS
i LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE. NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO/ DE PROTECCION ARCHIVO
TEMPORAL
Estante Encargado del
MANUALES DE documentario Sector Area de Trabajo
DI PC-HC REG 06 PROCEDIMIENTOS 5 (1 afios) / sector de Laboratorio 2 afos
TOMO | almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afio) y Criopreservacion
Estante documentos Encargado del
Sector 6 (1 afios) / Area de Trabajo
DIPC-HC REG 31 | RS TRO DE PLACA Sector de Laboratorio 2 afios
almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacion

DI PC-HC PNT 12
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iInNanN

ANEXO N° 2
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

» FECHA DE AUTORIZA
VERSION | PAGINA e R IoN ¥ MEJORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)

- Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto

Nacional de Enfermedades M.C. Roxana
01 1-12 Neoplasicas (Resolucién 25/08/2020 Regalado Rafael
Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

- Asignacion de nuevo
documento por implementacién
de codigo tarifario.
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Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo

Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE TIPIFICACION MOLECULAR

HLA-A-SSO EN ALTA DEFINICION

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento para el andlisis de tipificacion molecular HLA-A-SSO en alta
definicion.

IDENTIFICACION DEL CPMS

Codigo CPMS (MINSA): 81378.01
Caodigo Tarifario INEN: 240114

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la tipificacion molecular HLA-A-SSO en
alta definicion, en el Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad vy
Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

Médico Patologo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, confirmar analisis y firmar los
resultados del analisis.

Bidlogo/a del Grupo de Trabajo Analisis, del Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacién: se encarga de realizar el analisis de laboratorio
en muestra biolégica.

Personal administrativo del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcién y regulacion de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

DEFINICION DE TERMINOS

Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestion de la Calidad — SGC del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (D! PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

6.1 EI presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los

lineamientos del Manual de Calidad del Equipo Funcional de Patologia Clinica del
INEN.

6.2 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los

lineamientos del Manual de Bioseguridad del Equipo Funcional de Patologia Clinica
del INEN.

6.3 E! presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se elabora en base a los

6.4 La mezcla de perlas, el buffer de Hibridacién y el buffer SAPE son susceptibles a la o

instructivos emitidos por el fabricante.

luz. Mantenerlos en oscuridad.

6.5 El buffer SAPE es susceptible a la temperatura, debera ser almacenado de -80° a

8 °C, una vez descongelado debe ser aimacenado en un congelador de 2° a 8 °C.

6.6 los buffers con excepcién del buffer SAPE tienen un rango de temperatura entre -80°

a 25 °C, pudiendo ser congelados y descongelados hasta terminar su uso.

DIPC-HC PNT 13
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6.7 Las perlas son mas estables cuando estan congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso. Una vez descongelada manténgase a 4 °C.

6.8 Los sets de primers y el D-mix es mas estable a un rango de temperatura de -80° a
-20 °C, se recomienda este rango de temperatura para su almacenamiento, pudiendo
congelarse y descongelarse cada vez para su uso.

VIl. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los alelos del complejo mayor de histocompatibilidad humano situados en el brazo corto
del cromosoma 8, codifican dos clases diferentes de moléculas de la superficie celular, tas
que son enormemente polimorficas y se unen a antigenos procesados y los presentan en
forma de péptidos a los linfocitos T (1). Este paso de presentacion es crucial para el inicio
de las respuestas inmunes celular y humoral, por lo que estas moléculas juegan un papel
esencial en la regulacion del sistema inmune en la biologia de los trasplantes, asi como en
la susceptibilidad a una serie de enfermedades, incluidos los trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer (2). Las moléculas de clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C, se
encuentran en la mayoria de las células nucleadas. Son glicoproteinas de la superficie
celular que se unen a péptidos derivados de proteinas sintetizadas endégenamente (por
ejemplo, péptidos virales y tumorales) y los presentan a las células CD8+ T (3). Estos
heterodimeros estan formados por una cadena alfa codificada por un gen HLA y asociada
a un polipéptido que no esta codificado en el MHC, la 2-microglobulina.

Aunque la B2-microglobulina es monomorfica, los genes de la cadena alfa son
extremadamente polimorficos. Esta variabilidad se localiza principalmente en los exones 2
y 3, que codifican los dominios extracelulares del extremo amino que funcionan como
sitios de unién al péptido. Dentro de esos dos exones, el polimorfismo esta concentrado en
agrupaciones (clusters) discretas que se encuentran dentro de una regidon marco
relativamente conservada. El analisis cristalografico de las estructuras del HLA clase | ha
mostrado que estos residuos polimoérficos revisten el interior del surco de union al péptido
y estan en contacto directo con el péptido y/o el receptor de la célula T (4).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

El método de tipificacién inversa de ADN mediante reaccién en cadena de polimerasa de
secuencia especifica de oligonucledtido PCR-SSO, empleando los principios de citometria
de flujo. Primero, el ADN de destino se amplifica por PCR utilizando un cebador
especifico de grupo. El producto de PCR esta biotinilado, lo que permite su deteccion con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE) (5).

El producto de PCR se desnaturaliza y vuelve a hibridar con sondas de ADN
complementarias conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente. Un
analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada
microesfera. La asignacion de la tipificacion de HLA se basa en el patron de reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas (6).
SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.3. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): Maxima,
Ver Manua! de Bioseguridad (D! PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad —
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica. :
EQUIPAMIENTO
10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):

- Placa para PCR de 96 pocillos

- Placas de tipificacion de 96 pocillos para citometro de flujo LABScanTM 100
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- Agitador (Vortex)
- Citdmetro de flujo LABScanTM 100 - Sistema Luminex 200
- Congeladora eléctrica vertical hasta -80° C
- Microcentrifuga
- Termociclador
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 12 000 Btu tipo Split
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo
- Centrifuga:
e Rotor para microtubos de 1.5 mL
* Rotor para microplacas de 96 pocillos
- Computadora personal portatil con pantalla de 14 In
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Monitor plano de 20 In
- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz
- Teclado - keyboard con puerto USB

- Mouse éptico con puerto USB

10.2 Instrumentales:

- Micropipeta volumen variable 1000 L - 5000 uL

- Micropipeta volumen variable 10 yL - 100 plL

- Micropipeta volumen fijo 50 uL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 0.5 pl. - 10 L

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 10 uL - 100 pL

- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL - 2 mL (caja X 4 unidades)

- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras

Mobiliario:

- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Mesa de metal

- Estante de melamina

- Cajonera rodable de malamina

Software:

- Sistema Luminex 200

Xi. SUMINISTROS

11.1 Insumos y material:
- Jabén germicida liquido x 800 mL
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
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- Bota descartable antideslizante

- Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mascarilla descartable quirtrgica 3 pliegues

- Mandif descartable estéril talla estandar tips con filtro 100 pL

Boligrafo (lapicero) de tinta liquida punta fina color azul

- Cuaderno empastado rayado tamafio A5 x 200 hojas

3 - Papel bond 75 g tamafio A4
4\3 - Téner de impresién para HP cod. ref. 05x ce505x negro
2O

- Placas microtest PS fondo V

s

- Tips estéril con filtro 0.1 pyL - 10 yL x 96 unidades
Tips con filtro 200 pL x 96 unidades
- Tips 200 pL x 1000 unidades
- Marcador de peso molecular (100 Pb Ladder) x 250 uL
- Tips 0.5 pL -10 pL x 500 unidades

Plumon de tinta indeleble punta fina

11.2 Reactivos:

- Agua molecular

- Agua destilada
- Etanol 70%
- Buffer de denaturacion
- Buffer de neutralizacion
- Buffer de hibridacién
- Buffer de lavado
- Buffer SAPE
Primer set D-mix LOCUS A
- Primer set LOCUS A
- Mezcla de perlas LOCUS A
- R-ficoeritrina-estreptidina conjugada SAPE
- Taq polimerasa
- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
- Buffer Tae 10X grado biologia molecular x 1 L
- Colorante para acidos nucleicos (DNA) en gel de agarosa 10 000X x 200 pL

- Kit de tipificacion molecular de HLA-A-gendmico por sec. Oligonucleétidos (SSO)
x 20 determinaciones

- PCR Tray
- PE Conjugated streptavidin liofilizado
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- Reactivo SYBR SAFE P/Tincién de electroforesis ADN en gel agarosa 10X

11.2.1 Materiales de control:
- Perla de calibracion LX200 CALIBRATION KIT
- Sheat fluid 20L

11.2.2 Patrén o calibrador
- Perlas de control LX200 VERIFICATION KIT

Xll. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

12.2 Servicios Piiblicos:
- Agua

- Luz
- Teléfono/Internet

XHl. MUESTRA
13.1. Obtencién de la muestra:
- Ver DI PC-PC MAN 05: Obtencién por puncion venosa.
13.2. Sistema biolégico:
- ADN.
13.3. Recipiente:

- Tubo cénico 1.5 mL.
13.4. Conservacién y manejo:

- Mantener el ADN a temperaturas en un rango entre -20 y -30°C, para su mejor
conservacion.
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XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de tipificacion molecular HLA-A-SSO en alta definicién,
se realizan las siguientes actividades:

141 Recepcion, registro y almacenamiento de DNA:
1411 Ver DI PC-HC INS 03.
14.2 Calibracién de equipo:

14.2.1 Dar click en la pestaia MAINTENANCE para ingresar a la pantalla
mantenimiento, luego dar click en AUTO MAINT.

14.2.2 Seleccionar SYSTEM CALIBRATION.

14.2.3 Dar click en EJECT y se abrira la compuerta del equipo, colocar la placa
blanca, administrar los calibradores.

14.2.4  Dar click en EJECT para cerrar la compuerta.

| 14.2.5 Dar click en RUN para iniciar la rutina.
| 14.3 Amplificacién de los genes HLA:
14.3.1  Segun DI PC INS 06 AMPLIFICACION.
14.4 Separacion mediante electroforesis:
14.41 Segun DI PC INS 17.
14.5 Tipificacion molecular genes HLA:

14.5.1 Preparacion de equipo y reactivos — configuracion de la prueba: Fijarse en
la Tabla N° 1 para los volumenes de reactivos necesitados segln el nimero
de muestras.

a) Programar el termociclador para una temperatura definida a 60 °C.
Durante la incubacion, recuerde sellar la placa de PCR, utilice una
almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa.

b) Alicuotar de Buffer de desnaturalizacion (DB), Buffer de Neutralizacion
(NB), Buffer de Hibridacion (HB) deben ser almacenado a temperatura
ambiente antes de su uso inmediato.

c) Combinar la cantidad apropiada Mezcla de Perlas (BM) LOCUS A, con
la cantidad especifica de Buffer de Hibridacion (HB) para preparar la
Mezcla de Perlas y el Buffer de Hibridacion (HBM). Esto se hace
inmediatamente siguiendo la neutralizacién de la muestra.

d) Aljcuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) segun la Tabla
N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". Recuerde de guardar los
reactivos no usados a 4°C. Prepare 1X SAPE Solucién (SSB) segun la
Tabla N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". No mezclar hasta la
tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta a 100X,
removerla solo cuando sea necesario y retornar inmediatamente a una
temperatura entre 2° y 8 °C.
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Tabla N° 1: Volimenes de reactivos

5 34 480 4
5 12.5 25 170 2400 20
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000 200
96 240 480 3264 46080 384

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

Tabla N° 2: Volumenes de SAPE y BUFFER SAPE

0.5 49.5
5 2.5 247.5
10 5.0 495.0
20 10.0 990.0
50 25.0 2475.0
96 48.0 4752.0

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

14.5.2 Desnaturalizacion / neutralizacion:
a) Preparar un baiio con hielo molido.
b) Colocar una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

c) Transferir 5 yL de cada muestra de DNA amplificado en un pocillo
limpio de una placa de 96 pocillos. Asegurarse que la ubicacion y la
identificacién sean anotadas.

d) Adicionar 2.5 pl. de Buffer de Desnaturalizacion (DB), mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Adicionar 5 pL de Buffer de Neutralizacién (NB) con una pipeta y
mezclar fuertemente (preferentemente con succién y descarga arriba y
abajo con la pipeta). Note el cambio de color de rosa hacia amarillo
palido o claro.

f) Colocar la placa de producto de neutralizacién en un bafio de hielo.
Evitar la contaminacion del producto PCR con agua,

14.5.3 Hibridacion: ,

Nota: Asegurarse que el termociclador ha sido prendido y el programa de
60 °C ha comenzado a calentar el bloque.
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a) Combinar volumenes apropiados de Mezcla de Perlas (BM) LOCUS A,
Buffer de Hibridacion (HB), vortice. Consultar la tabla.

b) Adicionar 38 uL de mezcla del buffer de hibridacion y perlas a cada
pocillo.

c) Quitar la placa del bafio de hielo, cubra la placa con el sello, y vértice.

d) Quitar la placa del soporte y coléquela en el termociclador (60 °C) pre
calentado, utilice una almohadilla de presién, cierre y apriete la tapa,
incubar por 15 minutos.

e) Colocar la placa en el soporte, quite el sello de la placa y rapidamente
afada 100 ul de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y cubra con
sello la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000 g - 1300 g.

fy  Repetir el paso e) dos veces mas por un total de 3 lavados. Recordar
preparar 1X SAPE Solucion (SSB) durante la tercera centrifugacion.
Consultar la Tabla N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE”.

14.5.4 Identificacion:

a) Colocar la placa en el soporte; afadir 50uL 1X SAPE Solucién (SSB) a
cada pocillo, y cubra con sello la placa y vortice. Coloque la placa de
PCR en el termociclador (60 °C) pre calentado, utilice una almohadilla
de presion, cierre y apriete la tapa, incubar por 5 minutos.

b) Sacar la placa, y colocarla en el soporte, quite el sello de la placa, y
rapidamente afiada 100 uL de Buffer de lavado (WB) a cada pocillo, y
cubra con sello la placa. Centrifugar la placa por 5 minutos entre 1000g
y 1300 g, colocar en el sostenedor de la bandeja y eliminar el buffer de
lavado.

¢) Adicionar 70 uL del Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, mezclar con
cuidado y traslade a la placa para leer usando una pipeta multicanal de
8 0 12 canales. El volumen final debera ser de al menos 80 yL.

d) Cubra la placa con sello de placa y papel de aluminio. Mantener en la
oscuridad y a temperatura de 4 °C hasta colocarla en el
LabScanTM100 para leer.

e) Para mejores resultados, leer las muestras lo mas antes posible. El
almacenamiento prolongado de las muestras (mas de 4 horas) puede
resultar en péerdida de marcaje.

14.5.5 Leyendo muestras:
a) Llenar el Sheath Fluid envase y asegure bien el tapon.

b) Después que la maquina pase por pre-calentamiento, siga con
preparacién y afluir con alcohol. Si es necesario calibrar con gotas de
calibracién, seguido por 4 lavados obligatorios.

c) Seleccionar el icono plantilla (TEMPLATE) y seleccionar la mezcla de
gotas que sera usada. Verifiqgue el numero de lote seleccionado.

d) Seleccionar el icono SETTINGS para asignar el nimero de muestras
gue seran probadas, el volumen de la muestra debe estar a 50 pL y los
eventos a 100 por cada gota.

e) Anotar las identificaciones de cada muestra.

f) Una vez terminado, subrayar el “analyzer menu”. PRIME, cuando la
operacion este completa subrayar la primera muestra para indicar
dénde empezar. Es recomendable que la primera muestra sea
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interpretada como muestra sola (escoja icono START) para verificar
que las muestras estén interpretando adecuadamente. Por ejemplo,
verificando la presencia de aire y que la presion de la maquina este
correcta.

g) Seleccione el icono START el tiempo de interpretacion varie entre 10
segundos a 1.5 minutos dependiendo del numero de gotas. Si la
primera muestra lee correctamente, pueden rechazar el “Single
Setting”.

h) Cuando la maquina cumple leyendo la muestra, avanzara a la proxima
muestra y continuara automaticamente completando las muestras
restantes.

i) Cuando haya terminado con la Gltima muestra, escoja el icono SAVE.
14.5.6 Cerrando la maquina:

a) Lave 2X con sheath fluid, desinfecte (Sanitize) 1X con 20% lejia, lavar
3X con agua DI y remoje (Soak) con agua D!.

b) La maquina puede ser cerrada y afloje el tapén de la botella del sheath
fluid.

14.6 Analisis y elaboracién del Informe HLA

14.6.1 El personal asistencial con ayuda del software de recopilacién de datos o
equivalente realiza el analisis respectivo.

14.6.2 Se redacta el informe de los resultados HLA.

14.6.3 La validacion es realizada el Médico Patélogo encargado del Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacién.

14.6.4 El personal asistencial elabora el informe final con la descripcién de los
hallazgos y particularidades de la prueba realizada.

XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestion de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

. RESULTADOS ANALITICOS

16.1 Rango de valores a informar:
Sub analisis 1. Tipificacion molecular HLA-A- SSO en alta definicién

- Texto
Sub analisis 2. Observaciones tipificacion molecular HLA-A-SSO en alta definicion

- Texto, describir hallazgos particulares de la prueba realizada.

- Indicar de requerimiento de nueva muestra.

16.2 Rangos de alarma:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-A- SSO en alta definicion

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
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Sub analisis 2: Observaciones tipificacién molecular HLA-A-SSO en alta definicion

- Texto: No aplica

16.3 Intervalos de referencia:
Sub analisis 1: tipificacién molecular HLA-DQ- SSO en alta definicion

- Numeérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-A-SSO en alta definicién

- Texto: No aplica
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ANEXO N° 1
CONTROL DE REGISTROS

. LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO / DE PROTECCION ARCHIVO

TEMPORAL
Estante Encargado del
MANUALES DE documentario Sector Area de Trabajo
DI PC-HC REG 06 PROCEDIMIENTOS 5 (1 afios) / sector de Laboratorio 2 afos
TOMO | almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 ano) y Criopreservacion
Estante documentos Encargado del
Sector 6 (1 arios) / Area de Trabajo
DI PC-HC REG 31 | RESISTRO DF PLACA Sector de Laboratorio 2 afios
almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacioén

DI PC-HC PNT 13
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ANEXO N° 2
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

: FECHA DE
~<) | VERSION | PAGINA N v MEJORA ELABORACION
Bl (ACTUALIZACION)

AUTORIZA.
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

- Se elabora PNT segtin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto
Nacional de Enfermedades M.C. Roxana

1-12 Neoplasicas (Resolucion 25/08/2020 Regalado Rafael

Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

- Asignacion de nuevo

documento por implementacion
de codigo tarifario.

,

ool Ns .
& o a%’/'e/

Gy,

0(\T\E\ivid.a'a:
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE TIE’IFICACION MOLECULAR
HLA-B-SSO EN ALTA DEFINICION

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento para el andlisis de tipificacion molecular HLA-B-SSO en alta
definicion.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cobdigo CPMS (MINSA): 81378.02

- Codigo Tarifario INEN: 240115

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la tipificacion molecular HLA-B-SSO en
alta definicion, en el Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad vy
Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Médico Patoélogo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, confirmar andlisis y firmar los
resultados del analisis.

- Bidlogo/a del Grupo de Trabajo Analisis, del Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el analisis de laboratorio
en muestra biologica.

- Personal administrativo del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcién y regulacion de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

DEFINICION DE TERMINOS
- Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestién de la Calidad — SGC de! Equipo
Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

6.1 ElI presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Calidad del Equipo Funcional de Patologia Clinica del
INEN.

6.2 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Bioseguridad del Equipo Funcional de Patologia Clinica
del INEN.

6.3 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se elabora en base a los
instructivos emitidos por el fabricante.

6.4 La mezcla de perlas, el Buffer de Hibridacion y el buffer SAPE son susceptibles a la
luz. Mantenerlos en oscuridad.

6.5 EIl buffer SAPE es susceptible a la temperatura, debera ser almacenado de -80° a
8 °C, una vez descongelado debe ser almacenado en un congelador de 2° a 8 °C.

6.6 Los buffers con excepcion del buffer SAPE tienen un rango de temperatura entre -80°
a 25 °C, pudiendo ser congelados y descongelados hasta terminar su uso.

DI PC-HC PNT 14
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6.7 Las perlas son mas estables cuando estéan congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso. Una vez descongelada manténgase a 4 °C.

6.8 Los sets de primers y el D-mix es mas estable a un rango de temperatura de -80° a
-20 °C, se recomienda este rango de temperatura para su almacenamiento, pudiendo
congelarse y descongelarse cada vez para su uso.

. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los alelos del complejo mayor de histocompatibilidad humano situados en el brazo corto
del cromosoma 6, codifican dos clases diferentes de moléculas de la superficie celular, las
que son enormemente polimoérficas y se unen a antigenos procesados y los presentan en
forma de péptidos a los linfocitos T (1). Este paso de presentacion es crucial para ef inicio
de las respuestas inmunes celular y humoral, por lo que estas moléculas juegan un papel
esencial en la regulacion del sistema inmune en la biologia de los trasplantes, asi como en
la susceptibilidad a una serie de enfermedades, incluidos los trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer (2). Las moléculas de clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C, se
encuentran en la mayoria de las células nucleadas. Son glicoproteinas de la superficie
celular que se unen a péptidos derivados de proteinas sintetizadas endogenamente (por
ejemplo, péptidos virales y tumorales) y los presentan a las células CD8+ T (3). Estos
heterodimeros estan formados por una cadena alfa codificada por un gen HLA y asociada
a un polipéptido que no esta codificado en el MHC, la 2-microglobulina.

Aunque la PB2-microglobulina es monomdrfica, los genes de la cadena alfa son
extremadamente polimorficos. Esta variabilidad se localiza principalmente en los exones 2
y 3, que codifican los dominios extracelulares del extremo amino que funcionan como
sitios de union al péptido. Dentro de esos dos exones, el polimorfismo esta concentrado en
agrupaciones (clusters) discretas que se encuentran dentro de una region marco
relativamente conservada. El analisis cristalografico de las estructuras del HLA clase | ha
mostrado que estos residuos polimarficos revisten el interior del surco de union al péptido
y estan en contacto directo con el péptido y/o el receptor de la célula T (4).

VIIl. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

El método de tipificacion inversa de ADN mediante reaccién en cadena de polimerasa de
secuencia especifica de oligonucledtido PCR-SSO, empleando los principios de citometria
de flujo. Primero, el ADN de destino se amplifica por PCR utilizando un cebador
especifico de grupo. El producto de PCR esta biotinilado, lo que permite su deteccion con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE) (5).

El producto de PCR se desnaturaliza y vuelve a hibridar con sondas de ADN
complementarias conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente. Un
analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada
microesfera. La asignacion de la tipificacion de HLA se basa en el patron de reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas (6).

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.3. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): Maxima,
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad —
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

EQUIPAMIENTO

«0‘ O NA C/ok

%
&
3

10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Placa para PCR de 96 pocillos
Placas de tipificacion de 96 pocillos para citometro de flujo LABScanTM 100
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- Agitador (Vortex)
- Citémetro de flujo LABScanTM 100 - Sistema Luminex 200
- Congeladora eléctrica vertical hasta -80° C
- Microcentrifuga |
- Termociclador
- Equipo para aire acondicionado tipo domeéstico de 12 000 Btu tipo Split
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo
- Centrifuga:
* Rotor para microtubos de 1.5 mL
e Rotor para microplacas de 96 pocillos
- Computadora personal portatil con pantalla de 14 In
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Monitor plano de 20 In
- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz
- Teclado - keyboard con puerto USB

- Mouse éptico con puerto USB

\t\\\;/@ 10.2 Instrumentales:

R - Micropipeta volumen variable 1000 ul - 5000 uL

- Micropipeta volumen variable 10 ul - 100 L

- Micropipeta volumen fijo 50 uL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 0.5 uL - 10 uL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 10 uL - 100 uL

- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL - 2 ml (caja X 4 unidades)

- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras

Mobiliario:
- Silla giratoria de metal tipo cajero
- Mesa de metal.

- Estante de melamina

- Cajonera rodable de malamina

10.4 Software:

- Sistema Luminex 200
SUMINISTROS

11.1 Insumos y material:
- Jabon germicida liquido x 800 mL
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
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- Bota descartable antideslizante
- Gorro descartable unisex x 100 unidades

Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues

- Mandil descartable estéril talla estandar tips con filtro 100 pL

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

G - Cuaderno empastado rayado tamafio A5 x 200 hojas
N
05% - Papel bond 75 g tamario A4

oS

uO
\Zggg;ﬁ' - Placas microtest PS fondo V
- Tips estéril con filtro 0.1 pL - 10 uL x 96 unidades

j - Toéner de impresion para HP cod. ref. 05x ce505x negro
&

- Tips con filtro 200 pL x 96 unidades

Tips 200 pL x 1000 unidades
- Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) x 250 pL
- Tips 0.5 yL -10 pL x 500 unidades

- Plumon de tinta indeleble punta fina

Reactivos:

- Agua molecular

- Agua destilada

- Etanol 70%

- Buffer de denaturacion

- Buffer de neutralizacion

- Buffer de hibridacion

- Buffer de lavado

- Buffer SAPE

- Primer set D-mix LOCUS B

- Primer set LOCUS B

- Mezcla de perlas LOCUS B

- R-ficoeritrina-estreptidina conjugada SAPE

- Taq polimerasa

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer Tae 10X grado biologia molecular x 1 L
- Colorante para acidos nucleicos (DNA) en gel de agarosa 10 000X x 200 pL

- Kit de tipificacion molecular de HLA-B-gendmico por sec. Oligonucledtidos (SSO)
x 20 determinaciones

- PCR Tray
- PE Conjugated streptavidin liofilizado
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- Reactivo SYBR SAFE P/Tincién de electroforesis ADN en gel agarosa 10X

11.2.1 Materiales de control:
- Perla de calibracion LX200 CALIBRATION KIT
- Sheat fluid 20L

11.2.2 Patrén o calibrador
- Perlas de control LX200 VERIFICATION KIT

XIl. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:

Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos

12.2 Servicios Publicos: *
- Agua

- Luz

- Teléfono/Internet

Xill. MUESTRA
13.1. Obtencién de la muestra:
- Ver DI PC-PC MAN 05: Obtencién por puncién venosa.
13.2. Sistema bioldgico:
- ADN.
13.3. Recipiente:
- Tubo cénico 1.5 mL.
13.4. Conservacién y manejo:

- Mantener el ADN a temperaturas en un rango entre -20 y -30 °C, para su mejor
conservacion.
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XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de tipificacion molecular HLA-B-SSO en alta defincion,
se realizan las siguientes actividades:

14.1 Recepcion, registro y almacenamiento de DNA:
14.1.1  Ver DI PC-HC INS 03.
14.2 Calibracion de equipo:

14.2.1 Dar click en la pestafia MAINTENANCE para ingresar a la pantalla
mantenimiento, luego dar click en AUTO MAINT.

14.2.2  Seleccionar SYSTEM CALIBRATION.

14.2.3 Dar click en EJECT y se abrira la compuerta del equipo, colocar la placa
blanca, administrar los calibradores.

14.2.4 Dar click en EJECT para cerrar la compuerta.
14.2.5 Dar click en RUN para iniciar la rutina.

14.3 Amplificacion de los genes HLA.

‘ 14.3.1  Segun DI PC INS 06 AMPLIFICACION.

14.4 Separacion mediante electroforesis:

14.4.1  Segln DI PC INS 17.

\ 145 Tipificacion molecular genes HLA:

14.5.1 Preparacién de equipo y reactivos — configuracion de la prueba: fijarse en la
Tabla N° 1 para los volumenes de reactivos necesitados segun el nimero
de muestras.

a) Programar el termociclador para una temperatura definida a 60 °C.
Durante la incubacién, recuerde sellar la placa de PCR, utilice una
almohadilla de presién, cierre y apriete la tapa.

b) Alicuotar de Buffer de Desnaturalizacion (DB), Buffer de Neutralizacion
(NB), Buffer de Hibridacion (HB) deben ser almacenado a temperatura
ambiente antes de su uso inmediato.

c) Combine la cantidad apropiada Mezcla de Perlas (BM) LOCUS B, con
la cantidad especifica de Buffer de Hibridacion (HB) para preparar la
Mezcla de Perlas y el Buffer de Hibridacion (HBM). Esto se hace
inmediatamente siguiendo la neutralizacién de la muestra.

d) Alicuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) segun la Tabla
N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". Recuerde de guardar los
reactivos no usados a 4°C. Prepare 1X SAPE Solucion (SSB) segun la
Tabla N° 2 “Volimenes de SAPE y Buffer SAPE". No mezclar hasta la
tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta a 100X,
removerla solo cuando sea necesario y retornar inmediatamente a una
temperatura entre 2° y 8 °C.

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

Fecha de Caducidad: Pagina 6 de 12
i PC-HC PNT 14 16/07/2024



PNT.DNCC.INEN.145. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
TIPIFICACION MOLECULAR HLA-B-SSO EN ALTA DEFINICION - V.01

Direccién de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

Tabla N° 1: Vollimenes de reactivos

5 34 480
5 12.5 25 170 2400 20
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000. 200
96 240 480 3264 46080 384

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacién. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

Tabla N° 2: Volimenes de SAPE y BUFFER SAPE

20 10.0 990.0
50 25.0 2475.0
96 48.0 4752.0

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

14.5.2 Desnaturalizacion / neutralizacion:
a) Preparar un bafio con hielo molido.
b) Colocar una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

c) Transferir 5 ylL de cada muestra de DNA amplificado en un pocillo
limpio de una placa de 96 pocillos. Asegurarse que la ubicacion y la
identificacién sean anotadas.

d) Adicionar 2.5 uyL de Buffer de Desnaturalizacion (DB), mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Adicionar 5 uL de Buffer de Neutralizacion (NB) con una pipeta y
mezclar fuertemente (preferentemente con succién y descarga arriba y
abajo con la pipeta). Note el cambio de color de rosa hacia amarillo
palido o claro.

f)  Colocar la placa de producto de neutralizacién en un bafio de hielo.
Evitar la contaminacion del producto PCR con agua.

14.5.3 Hibridacion:

Nota: Asegurese que el termociclador ha sido prendido y el programa de
60 °C ha comenzado a calentar el blogue.
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a) Combine volumenes apropiados de Mezcla de Perlas (BM) LOCUS B,
Buffer de Hibridacién (HB), vértice. Consulte la tabla.

b) Adicionar 38 yL de mezcla del Buffer de Hibridacion y Perlas a cada
pocillo.

¢) Quitar la placa del bafio de hielo, cubra la placa con el selio, y vortice.

d) Quitar la placa del soporte y coléquela en el termociclador (60°C) pre
calentado, utilizar una almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa,
incubar por 15 minutos.

e) Colocar la placa en el soporte, quitar el sello de la placa y rapidamente
afiadir 100 uL de Buffer de Lavado (WB) a cada pocilio, y cubra con
sello la placa. Centrifugar la placa por 5 minutos entre 1000 g - 1300 g.

f)  Repetir el paso e) dos veces mas por un total de 3 lavados. Recordar
preparar 1X SAPE Solucién (SSB) durante la tercera centrifugacion.
Consultar la Tabla N° 2 “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE”".

14.5.4 Ildentificacion:

a) Colocar la placa en el soporte; afiadir 50 uL 1X SAPE Solucion (SSB) a
cada pocillo, y cubrir con sello la placa y vortice. Colocar la placa de
PCR en el termociclador (60 °C) pre calentado, utilice una almohadilla
de presion, cierre y apretar la tapa, incubar por 5 minutos.

b) Sacar la placa, y colocarla en el soporte, quitar el sello de la placa, y
rapidamente afadir 100 uL de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y
cubra con sello la placa. Centrifugar la placa por 5 minutos entre 1000g
y 1300 g, colocar en el sostenedor de la bandeja y eliminar el Buffer de
Lavado.

¢) Adicionar 70 uL del Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, mezclar con
cuidado y trasladar a la placa para leer usando una pipeta multicanal
de 8 0 12 canales. El volumen final debera ser de al menos 80 L.

d) Cubrir la placa con sello de placa y papel de aluminio. Mantener en la
oscuridad y a temperatura de 4 °C hasta colocarla en el
LabScanTM100 para leer.

e) Para mejores resultados, leer las muestras lo mas antes posible. El
almacenamiento prolongado de las muestras (mas de 4 horas) puede
resultar en pérdida de marcaje.

14.5.5 Leyendo muestras:
a) Llene el Sheath Fluid envase y asegure bien el tapon.

b) Después que la maquina pase por pre-calentamiento, siga con
preparacion y afluir con alcohol. Si es necesario calibrar con gotas de
calibracion, seguido por 4 lavados obligatorios.

c) Seleccione el icono plantilla (TEMPLATE) y seleccione la mezcla de
gotas que sera usada. Verifique el nimero de lote seleccionado.

d) Seleccione el icono SETTINGS para asignar el numero de muestras
que seran probadas, el volumen de la muestra debe estar a 50 uL y los
eventos a 100 por cada gota.

e) Anote las identificaciones de cada muestra.

f)  Una vez terminado, subrayar el “analyzer menu”. PRIME, cuando la
operacién este completa subrayar la primera muestra para indicar
donde empezar. Es recomendable que la primera muestra sea
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interpretada como muestra sola (escoja icono START) para verificar
que las muestras estén interpretando adecuadamente. Por ejemplo,
verificando la presencia de aire y que la presion de la maquina este
correcta.

g) Seleccione el icono START el tiempo de interpretacién varie entre 10
segundos a 1.5 minutos dependiendo del numero de gotas. Si la
primera muestra lee correctamente, pueden rechazar el “Single
Setting”.

h) Cuando la maquina cumple leyendo la muestra, avanzara a la préxima
muestra y continuara automaticamente completando las muestras
restantes.

i) Cuando haya terminado con la Gltima muestra, escoja el icono SAVE.
14.5.6 Cerrando la maquina:

a) Lave 2X con sheath fluid, desinfecte (Sanitize) 1X con 20% lejia, lavar
3X con agua DI y remoje (Soak) con agua DI.

b) La maquina puede ser cerrada y afloje el tapon de la botella del sheath
fluid.

14.6 Analisis y elaboracion del Informe HLA

14.6.1 El personal asistencial con ayuda del software de recopilacién de datos o
equivalente realiza el analisis respectivo.

14.6.2 Se redacta el informe de los resultados HLA.

14.6.3 La validacion es realizada el Mégico Patologo encargado del Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacioén.

14.6.4 EIl personal asistencial elabora el informe final con la descripciéon de los
hallazgos y particularidades de la prueba realizada.
XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestion de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

16.1 Rango de valores a informar:

Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-B- SSO en alta definicion

- Texto

Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-B-SSO en alta definicion

- Texto, describir hallazgos particulares de la prueba realizada.

- Indicar de requerimiento de nueva muestra. )

16.2 Rangos de alarma:

Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-B- SSO en alta definicion

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica

Sub analisis 2: Observaciones tipificacién molecular HLA-B-SSO en alta definicion
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- Texto: No aplica

16.3 Intervalos de referencia:

Sub analisis 1: tipificacion molecular HLA-B- SSO en alta definicién

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
Sub analisis 2: Observaciones tipificacién molecular HLA-B-SSO en alta definicidén

- Texto: No aplica
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)XVl ANEXOS
-~ Anexo N° 1: Control de registros

- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1

CONTROL DE REGISTROS

i LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO / DE PROTECCION ARCHIVO

TEMPORAL
Estante Encargado del
MANUALES DE documentario Sector Area de Trabajo
DI PC-HC REG 06 PROCEDIMIENTOS 5 (1 afios) / sector de Laboratorio 2 afios
TOMO | almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacion
Estante documentos AEncargado del
Sector 8 (1 afos) / rea de Trabajo
DI PC-HC REG 31 | REGISTRO D PLACA Sector de Laboratorio 2 afios
almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacion
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ANEXO N° 2

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

DESCRIPCION DE LA

VERSION | PAGINA MODIFICACION Y MEJORA

FECHA DE

ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

- Se elabora PNT segtin DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto
Nacional de Enfermedades

1-12 Neoplasicas (Resolucion

Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

- Asignacion de nuevo
documento por implementacion
de codigo tarifario.

25/08/2020

M.C. Roxana

Regalado Rafael

walviday
Gy,
46’

)

W)
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE TI?IFICACICN MOLECULAR
HLA-C-SSO EN ALTA DEFINICION

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento para el analisis de tipificacién molecular HLA-C-SSO en alta
definicién.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cédigo CPMS (MINSA): 81378.03

- Cadigo Tarifario INEN: 240116

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la tipificacién molecular HLA-C-SSO en
alta definicion, en el Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad vy
Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Meédico Patélogo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, confirmar analisis y firmar los
resultados del analisis.

- Biologo/a del Grupo de Trabajo Analisis, del Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el analisis de laboratorio
en muestra biologica.

Personal administrativo del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcion y regulacion de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

FINICION DE TERMINOS

Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestién de la Calidad — SGC del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

6.1 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Calidad del Equipo Funcional de Patologia Clinica del
INEN.

6.2 EI presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Bioseguridad del Equipo Funcional de Patologia Clinica
del INEN.

6.3 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se elabora en base a los
instructivos emitidos por el fabricante. :

6.4 La mezcla de perlas, el Buffer de Hibridacion y el buffer SAPE son susceptibles a la
luz. Mantenerlos en oscuridad.

6.5 El buffer SAPE es susceptible a la temperatura, debera ser almacenado de -80° a
8 °C, una vez descongelado debe ser almacenado en un congelador de 2° a 8 °C.
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6.6 Los buffers con excepcion del buffer SAPE tienen un rango de temperatura entre -80°
a 25 °C, pudiendo ser congelados y descongelados hasta terminar su uso.

6.7 Las perlas son mas estables cuando estan congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso. Una vez descongelada manténgase a 4 °C.

6.8 Los sets de primers y el D-mix es mas estable a un rango de temperatura de -80° a -
20 °C, se recomienda este rango de temperatura para su almacenamiento, pudiendo
congelarse y descongelarse cada vez para su uso.

. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad humano situados en el brazo corto
del cromosoma 8, codifican dos clases diferentes de moléculas de la superficie celular, las
que son enormemente polimorficas y se unen a antigenos procesados y los presentan en
forma de péptidos a los linfocitos T (1). Este paso de presentacion es crucial para el inicio
de las respuestas inmunes celular y humoral, por lo que estas moléculas juegan un papel
esencial en la regulacion del sistema inmune en la biologia de los trasplantes, asi como en
la susceptibilidad a una serie de enfermedades, incluidos los trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer (2). Las moléculas de clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C, se
encuentran en la mayoria de las células nucleadas. Son glicoproteinas de la superficie
celular que se unen a péptidos derivados de proteinas sintetizadas endégenamente (por
ejemplo, péptidos virales y tumorales) y los presentan a las células CD8+ T (3). Estos
heterodimeros estan formados por una cadena alfa codificada por un gen HLA y asociada
a un polipéptido que no esta codificado en el MHC, Ia B2-microglobulina.

Aunque la B2-microglobulina es monomorfica, los genes de la cadena alfa son
extremadamente polimoérficos. Esta variabilidad se localiza principalmente en los exones 2
y 3, que codifican los dominios extracelulares del extremo amino que funcionan como
sitios de unién al péptido. Dentro de esos dos exones, el polimorfismo esta concentrado en
agrupaciones (clusters) discretas que se encuentran dentro de una region marco
relativamente conservada. El analisis cristalografico de las estructuras del HLA clase | ha
mostrado que estos residuos polimérficos revisten el interior del surco de union al péptido
y estan en contacto directo con el péptido y/o el receptor de la célula T (4).

. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

El método de tipificacién inversa de ADN mediante reaccion en cadena de polimerasa de
secuencia especifica de oligonucledtido PCR-SSO, empleando los principios de citometria
de flujo. Primero, el ADN de destino se amplifica por PCR utilizando un cebador
especifico de grupo. El producto de PCR esta biotinilado, lo que permite su deteccion con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE) (5).

El producto de PCR se desnaturaliza y vuelve a hibridar con sondas de ADN
complementarias conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente. Un
analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada
microesfera. La asignacion de la tipificacién de HLA se basa en el patron de reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas (6).

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.3. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): Maxima,
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad -
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.
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.= X.  EQUIPAMIENTO

10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Placa para PCR de 96 pocillos
- Placas de tipificacion de 96 pocillos para citometro de flujo LABScanTM 100
- Agitador (Vortex)
- Citometro de flujo LABScanTM 100 - Sistema Luminex 200
- Congeladora eléctrica vertical hasta -80 °C
- Microcentrifuga
- Termociclador
- Equipo para aire acondicionado tipo domeéstico de 12 000 Btu tipo Split
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24 000 Btu tipo piso techo
- Centrifuga:
e Rotor para microtubos de 1.5 mL
« Rotor para microplacas de 96 pocillos
- Computadora personal portéatil con pantalla de 14 In
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Monitor plano de 20 In
- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz
- Teclado - keyboard con puerto USB
- Mouse 6ptico con puerto USB

Instrumentales:

- Micropipeta volumen variable 1000 pL - 5000 uL

- Micropipeta volumen variable 10 ul. - 100 uL

- Micropipeta volumen fijo 50 uL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 0.5 L. - 10 pL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 10 uL - 100 yL

- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL - 2 mL (caja X 4 unidades)
- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras

Mobiliario:
- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Mesa de metal.

- Estante de melamina

- Cajonera rodable de melamina
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10.4 Software:

- Sistema Luminex 200
SUMINISTROS

11.1 Insumos y material:
- Jabon germicida liquido x 800 mL
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Bota descartable antideslizante
Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades

- Mascarilla descartable quirirgica 3 pliegues

- Mandil descartable estéril talla estandar tips con filtro 100 uL

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

- Cuaderno empastado rayado tamafio A5 x 200 hojas
Papel bond 75 g tamafio A4

- Toéner de impresion para HP cod. ref. 05x ce505x negro

- Placas microtest PS fondo V

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

- Tips con filtro 200 pL x 96 unidades

- Tips 200 pL x 1000 unidades

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

- Tips 0.5 yL -10 pL x 500 unidades

- Plumén de tinta indeleble punta fina

11.2 Reactivos:
- Agua molecular
- Agua destilada
- Etanol 70%
- Buffer de denaturacion
- Buffer de neutralizacion
- Buffer de hibridacion
- Buffer de lavado
- Buffer SAPE
- Primer set D-mix LOCUS C
- Primer set LOCUS C
- Mezcla de perlas LOCUS C

3

U
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- R-ficoeritrina-estreptidina conjugada SAPE

- Tagq polimerasa

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g

- Buffer Tae 10X grado biologia molecular x 1 L

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

- Kit de tipificacién molecular de HLA-C-genémico por sec. Oligonucledtidos (SSO)
x 20 determinaciones

- PCR Tray
- PE Conjugated streptavidin liofilizado
- Reactivo SYBR SAFE P/Tincion de electroforesis ADN en gel agarosa 10X

11.2.1 Materiales de control:
- Perla de calibracién LX200 CALIBRATION KIT
- Sheat fluid 20L

11.2.2 Patrén o calibrador
- Perlas de control LX200 VERIFICATION KIT

XIll. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:

a) Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:
- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado

- Equipos eléctricos

.2 Servicios Piiblicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono/Internet

. MUESTRA

13.1. Obtencion de la muestra:

- Ver DI PC-PC MAN 05: obtencion por puncién venosa.
13.2. Sistema biolégico:

- ADN.

13.3. Recipiente:

- Tubo conico 1.5 mL.

13.4. Conservacién y manejo:

- Mantener el ADN a temperaturas en un rango entre -20 y -30 °C, para su mejor
conservacién.
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/> XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de tipificacion molecular HLA-C-SSO en alta definicion,
se realizan las siguientes actividades:

Recepciodn, registro y almacenamiento de DNA:
14.1.1  Ver DI PC-HC INS 03.
Calibracion de equipo:

1421 Dar click en la pestafia MAINTENANCE para ingresar a la pantalla
mantenimiento, luego dar click en AUTO MAINT.

1422 Seleccionar SYSTEM CALIBRATION.

14.2.3 Dar click en EJECT vy se abrira la compuerta del equipo, colocar la placa
blanca, administrar los calibradores.

14.2.4  Darclick en EJECT para cerrar la compuerta.
14.2.5 Dar click en RUN para iniciar la rutina.
Amplificacion de los genes HLA:

14.3.1  Segun DI PC INS 06 AMPLIFICACION.
Separacion mediante electroforesis:

14.41  Segun DI PC INS 17.

Tipificacion molecular genes HLA:

14.5.1 Preparacion de equipo y reactivos — configuracién de la prueba: fijarse en la
Tabla N° 1 para los volumenes de reactivos necesitados segun el numero
de muestras.

a) Programar el termociclador para una temperatura definida a 60 °C.
Durante la incubacién, recordar sellar la placa de PCR, utilice una
almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa.

b) Alicuotar de Buffer de desnaturalizacién (DB), Buffer de Neutralizacion
(NB), Buffer de Hibridacion (HB) deben ser almacenado a temperatura
ambiente antes de su uso inmediato.

c) Combinar la cantidad apropiada Mezcla de perlas (BM) LOCUS C, con
la cantidad especifica de Buffer de hibridacion (HB) para preparar la
Mezcla de Perlas y el Buffer de Hibridacion (HBM). Esto se hace
inmediatamente siguiendo la neutralizacion de la muestra.

d) Alicuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) segun la Tabla
N° 2: “Volimenes de SAPE y Buffer SAPE". Recuerde de guardar los
reactivos no usados a 4°C. Prepare 1X SAPE Solucion (SSB) segun la
Tabla N° 2: “Volimenes de SAPE y Buffer SAPE”. No mezclar hasta la
tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta a 100X,
removerla solo cuando sea necesario y retornar inmediatamente a una
temperatura entre 2°y 8 °C.

\\Q‘ma\ivid
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Tabla N° 1: Volumenes de reactivos

25 5 34 480 4
5 12.5 25 170 2400 20
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000 200
96 240 480 3264 46080 384

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

Tabla N° 2: Voliimenes de SAPE y BUFFER SAPE

1 0.5 49.5

5 2.5 247.5
10 50 495.0
20 10.0 990.0
50 25.0 2475.0
96 48.0 4752.0

“Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional
de Patologia Clinica.

14.5.2 Desnaturalizacion / neutralizacion:
a) Preparar un bafio con hielo molido.
b) Colocar una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

¢) Transferir 5 uL de cada muestra de DNA amplificado en un pocillo
limpio de una placa de 96 pocillos. Asegurarse que la ubicacion y la
identificacion sean anotadas.

d) Adicionar 2.5 pL de Buffer de Desnaturalizacion (DB), mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Adicionar 5 yL de Buffer de Neutralizacion (NB) con una pipeta y
mezclar fuertemente (preferentemente con succién y descarga arriba y
abajo con la pipeta). Note el cambio de color de rosa hacia amarillo
palido o claro.

f)  Colocar la placa de producto de neutralizacién en un bafo de hielo.
Evite la contaminacion del producto PCR con agua.
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14.5.3 Hibridacion:

Nota: Asegurarse que el termociclador ha sido prendido y el programa de
60 °C ha comenzado a calentar el bloque.

a) Combinar volumenes apropiados de Mezcla de Perlas (BM) LOCUS C,
Buffer de Hibridacion (HB), vértice. Consulte |a tabla.

b) Adicionar 38 ulL. de mezcla del buffer de hibridacion y perlas a cada
pocillo.

¢) Quitar la placa del bafio de hielo, cubra la placa con el sello, y vortice.

d) Quitar la placa del soporte y coloquela en el termociclador (60 °C) pre
calentado, utilice una almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa,
incubar por 15 minutos.

e) Colocar la placa en el soporte, quitar el sello de la placa y rapidamente
afadir 100 pL de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y cubra con
selio la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000 - 1300 g.

f)  Repetir el paso e) dos veces mas por un total de 3 lavados. Recordar
preparar 1X SAPE Solucién (SSB) durante la tercera centrifugacion.
Consulte la Tabla N° 2: “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE".

14.5.4 Identificacion:

a) Colocar la placa en el soporte; afiadir 50uL 1X SAPE Solucién (SSB) a
cada pocillo, y cubra con sello ia placa y vortice. Coloque la placa de
PCR en el termociclador (60 °C) pre calentado, utilice una almohadiila
de presidn, cierre y apriete la tapa, incubar por 5 minutos.

b) Sacar la placa, y coléquela en el soporte, quite el sello de la placa, y
rapidamente afiada 100 L de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y
cubra con sello la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000g
a 1300g, colocar en el sostenedor de la bandeja y eliminar el buffer de
lavado.

¢) Adicionar 70 uL del Buffer de L.avado (WB) a cada pocillo, mezclar con
cuidado y trasladar a la placa para leer usando una pipeta multicanal
de 8 0 12 canales. El volumen final debera ser de al menos 80 uL.

d) Cubrir la placa con sello de placa y papel de aluminio. Mantenga en la
oscuridad y a temperatura de 4 °C hasta colocarla en el
LabScanTM100 para leer.

e) Para mejores resultados, leer las muestras lo mas antes posible. El
almacenamiento prolongado de las muestras (mas de 4 horas) puede
resultar en pérdida de marcaje.

14.5.5 Leyendo muestras:
a) Llenar el Sheath Fluid envase y asegure bien el tapon.

b) Después que la maquina pase por pre-calentamiento, siga con
preparacion y afluir con alcohol. Si es necesario calibrar con gotas de
calibracién, seguido por 4 lavados obligatorios.

c) Seleccionar el icono plantilla (TEMPLATE) y seleccionar la mezcla de
gotas que sera usada. Verifique el numero de lote seleccionado.
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d) Seleccionar el icono SETTINGS para asignar el niumero de muestras
que seran probadas, el volumen de la muestra debe estar a 50 uL y los
eventos a 100 por cada gota.

e) Anotar las identificaciones de cada muestra.

f)  Una vez terminado, subrayar el “analyzer menu”. PRIME, cuando la
operacioén este completa subrayar la primera muestra para indicar
donde empezar. Es recomendable que la primera muestra sea
interpretada como muestra sola (escoja icono START) para verificar
que las muestras estén interpretando adecuadamente. Por ejemplo,
verificando la presencia de aire y que la presién de la maquina este
correcta.

g) Seleccionar el icono START el tiempo de interpretacion varie entre 10
segundos a 1.5 minutos dependiendo del numero de gotas. Si la
primera muestra lee correctamente, pueden rechazar el “Single
Setting”.

h) Cuando la méaquina cumple leyendo la muestra, avanzara a la préxima
muestra y continuara automaticamente completando las muestras
restantes.

i)  Cuando haya terminado con la Gltima muestra, escoger el icono SAVE.
14.5.6 Cerrando la maquina:

a) Lavar 2X con sheath fluid, desinfecte (Sanitize) 1X con 20% lejia, lavar
3X con agua DI y remoje (Soak) con agua DI.

b) La maquina puede ser cerrada y afioje el tapon de la botella del sheath
fluid.

14.6 Analisis y elaboracion del Informe HLA

14.6.1 El personal asistencial con ayuda del software de recopilacion de datos o
equivalente realiza el analisis respectivo.

14.6.2 Se redacta el informe de los resultados HLA.

14.6.3 La validacion es realizada el Médico Patélogo encargado del Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion.

14.6.4 EIl personal asistencial elabora el informe final con la descripciéon de los
hallazgos y particularidades de ia prueba realizada.

XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestién de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestién de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

XVI. RESULTADOS ANALITICOS

16.1 Rango de valores a informar:

Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-C- SSO en alta definicion

- Texto
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Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-C-SSO en alta definicién

- Texto, describir hallazgos particulares de la prueba realizada.

- Indicar de requerimiento de nueva muestra.

16.2 Rangos de alarma:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-C-SSO en alta definicion

- Numérico: No aplica
- Alfabético. No aplica
Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-C-SSO en alta definicion

- Texto: No aplica

16.3 Intervalos de referencia:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-C- SSO en alta definicién

- Numeérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
Sub analisis 2: Observaciones tipificacién molecular HLA-C-SSO en alta definicion

- Texto: No aplica
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ANEXO N° 1

CONTROL DE REGISTROS

i LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE, NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO/ DE PROTECCION ARCHIVO

TEMPORAL
Estante Encargado del
MANUALES DE documentario Sector Area de Trabajo
DI PC-HC REG 06 PROCEDIMIENTOS 5 (1 afios) / sector de Laboratorio 2 afios
TOMO | almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacion
Estante documentos AEncargado del
Sector 6 (1 afios) / rea de Trabajo
DI PC-HC REG 31 | RECISTRO DE PLACA Sector de Laboratorio 2 arios
almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacion
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ANEXO N° 2
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

- FECHA DE AUTORIZA
PAGINA R N 7 TE JORA ELABORACION ELABORACION
(ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
- Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracion de Documentos
Normativos en el Instituto
Nacional de Enfi dades .C.
1-12 acional de Enfermedade 25/08/2020 M.C. Roxana

Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

- Asignacion de nuevo
documento por implementacion
de cédigo tarifario.

Regalado Rafael
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE TIP_IFICACION MOLECULAR
HLA-DR-SSO EN ALTA DEFINICION

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento para el analisis de Tipificacion Molecular HLA-DR-SSO en
alta definicién.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cobdigo CPMS (MINSA): 81378.04
- Caodigo Tarifario INEN: 240117

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la Tipificacion Molecular HLA-DR-SSO
en alta definicion, en el area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad vy
Criopreservacioén del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Médico Patélogo Clinico del drea de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, confirmar analisis y firmar los
resultados del analisis.

- Bidlogo/a del grupo de trabajo analisis, del area de trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el analisis de laboratorio
en muestra bioldgica.

- Personal administrativo/a del area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacién: se encarga de la recepcién y regulacion de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

DEFINICION DE TERMINOS

- Ver Manual de Terminologia de! Sistema de Gestion de la Calidad — SGC del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (Di PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

6.1 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Calidad del Equipo Funcional de Patologia Clinica del
INEN.

6.2 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se encuentra bajo los
lineamientos del Manual de Bioseguridad del Equipo Funcional de Patologia Clinica
del INEN.

6.3 El presente Procedimiento Normalizado de Trabajo se elabora en base a los '
instructivos emitidos por el fabricante.

6.4 La mezcla de perlas, el buffer de hibridacién y el buffer SAPE son susceptibles a la
luz. Mantenerlos en oscuridad.

6.5 El buffer SAPE es susceptible a la temperatura, debera ser almacenado de -80° a 8
°C, una vez descongelado debe ser almacenado en un congelador de 2° a 8 °C.
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6.6 Los buffers con excepcién del buffer SAPE tienen un rango de temperatura entre -80°
a 25 °C, pudiendo ser congelados y descongelados hasta terminar su uso.

6.7 Las perlas son mas estables cuando estan congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso. Una vez descongelada manténgase a 4 °C.

6.8 Los sets de primers y el D-mix es mas estable a un rango de temperatura de -80° a -
20 °C, se recomienda este rango de temperatura para su almacenamiento, pudiendo
congelarse y descongelarse cada vez para su uso.

. SIGNIFICANCIA CLINICA

Los alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad humano situados en el brazo corto
del cromosoma 6, codifican dos clases diferentes de moléculas de la superficie celular, las
que son enormemente polimoérficas y se unen a antigenos procesados y los presentan en
forma de péptidos a los linfocitos T (1). Este paso de presentacion es crucial para el inicio
de las respuestas inmunes celular y humoral, por lo que estas moléculas juegan un papel
esencial en la regulacién del sistema inmune en la biologia de los trasplantes, asi como en
la susceptibilidad a una serie de enfermedades, incluidos los trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer (2). Las moléculas de clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C, se
encuentran en la mayoria de las células nucleadas. Son glicoproteinas de la superficie
celular que se unen a péptidos derivados de proteinas sintetizadas endégenamente (por
ejemplo, péptidos virales y tumorales) y los presentan a las células CD8+ T (3). Estos
heterodimeros estan formados por una cadena alfa codificada por un gen HLA y asociada
a un polipéptido que no esta codificado en el MHC, la B2-microglobulina.

Aunque la P2-microglobulina es monomérfica, los genes de la cadena alfa son
extremadamente polimérficos. Esta variabilidad se localiza principaimente en los exones 2
y 3, que codifican los dominios extracelulares del extremo amino que funcionan como
sitios de unién al péptido. Dentro de esos dos exones, el polimorfismo esta concentrado en
agrupaciones (clusters) discretas que se encuentran dentro de una region marco
relativamente conservada. E! anadlisis cristalografico de las estructuras del HLA clase | ha
mostrado que estos residuos polimérficos revisten el interior del surco de union al péptido
y estan en contacto directo con el péptido y/o el receptor de la célula T (4).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

El método de tipificacion inversa de ADN mediante reaccidn en cadena de polimerasa de
secuencia especifica de oligonucledtido PCR-SSO, empleando los principios de citometria
de flujo. Primero, el ADN de destino se amplifica por PCR utilizando un cebador especifico
de grupo. El producto de PCR estd biotinilado, lo que permite su deteccion con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE) (5).

El producto de PCR se desnaturaliza y vuelve a hibridar con sondas de ADN
complementarias conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente. Un
analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada
microesfera. La asignacion de la tipificacion de HLA se basa en el patron de reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas (6).

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDICAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.3. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): Maxima,
Ver Manual de Bioseguridad (Dl PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad —
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.
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X. EQUIPAMIENTO
Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Placa para PCR de 96 pocillos
- Placas de tipificacién de 96 pocillos para citdmetro de flujo LABScanTM 100
- Agitador (Vortex)
- Citdometro de flujo LABScanTM 100 — Sistema Luminex 200
- Congeladora electrica vertical hasta -80° C
- Microcentrifuga
- Termociclador
- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 12000 Btu tipo Split
- Equipo para aire acondicionado tipoc doméstico de 24000 Btu tipo piso techo
- Centrifuga:
e Rotor para microtubos de 1,5 mL
« Rotor para microplacas de 96 pocillos
- Computadora personal portétil con pantalla de 14 In
- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm
- Monitor plano de 20 In
- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz
- Teclado - keyboard con puerto USB
- Mouse 6ptico con puerto USB

Instrumentales:

- Micropipeta volumen variable 1000 pL - 5000 uL

- Micropipeta volumen variable 10 pl - 100 pL

- Micropipeta volumen fijo 50 uL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 0.5 pL - 10 yL

- Micropipeta de 8 canales volumen variable 10 ylL - 100 uL

- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL -2 mL (Cja X 4)
- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras
Mobiliario:

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Mesa de metal.

- Estante de melamina

- Cajonera rodable de melamina

Software:

- Sistema Luminex 200
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.. XI. SUMINISTROS

11.1 Insumos y materiai:
- Jabén germicida liquido x 800 mL
- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas
- Bota descartable antideslizante
- Gorro descartable unisex x 100 unidades
- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mascarilla descartable quirurgica 3 pliegues
- Mandil descartable estéril talla estandar tips con filtro 100 pL
- Boligrafo (lapicero) de tinta liquida punta fina color azul
- Cuaderno empastado rayado tamafio A5 x 200 hojas
Papel bond 75 g tamafio A4
Téner de impresion para HP céd. ref. 05x ce505x negro
- Placas microtest PS fondo V
- Tips estéril con filtro 0.1 pL - 10 L x 96
- Tips con filtro 200 L x 96
- Tips 200 uL x 1000
- Marcador de peso molecular (100Pb Ladder) x 250 pL
- Tips 0.5 uL -10 pL x 500
- Plumon de tinta indeleble punta fina
Reactivos:

- Agua molecular

- Agua destilada

- Etanol 70%

- Buffer de desnaturacion

- Buffer de neutralizacion

- Buffer de hibridacién

- Buffer de lavado

- Buffer SAPE

- Primer set D-mix LOCUS DR

- Primer set LOCUS DR

- Mezcla de perlas LOCUS DR

- R-ficoeritrina-estreptidina conjugada SAPE
- Taq polimerasa

- Agarosa grado biologia molecular x 500 g
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- Buffer Tae 10X grado biologia molecular x 1 L
- Colorante para acidos nucleicos (DNA) en gel de agarosa 10 000X x 200 yL

- Kit de tipificacién molecular de HLA-DR-gendmico por sec. Oligonuclettidos
(880) x 20 determinaciones

- PCR Tray
- PE Conjugated streptavidin liofilizado
- Reactivo SYBR SAFE P/Tincién de electroforesis ADN en gel agarosa 10X

11.2.1 Materiales de control:
- Perla de calibracion LX200 CALIBRATION KIT
- Sheat fluid 20L

11.2.2 Patron o calibrador
- Perlas de control LX200 VERIFICATION KIT

. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:

- Equipos biomédicos
- Equipos de aire acondicionado
- Equipos eléctricos
12.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono/Internet

13.1. Obtencion de la muestra:
- Ver DI PC-PC MAN 05: Obtencién por puncion venosa.
13.2. Sistema bioldgico:
- ADN.
13.3. Recipiente:
- Tubo cénico 1.5 mL
13.4. Conservacion y manejo:

- Mantener el ADN a temperaturas en un rango entre -20 y -30 °C, para su mejor
conservacion. ‘
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“J.. XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de tipificacién molecular HLA-DR-SSO en alta definicion,
se realizan las siguientes actividades:

14.1 Recepcion, registro y almacenamiento de DNA:
14.1.1  Ver DI PC-HC INS 03.
14.2 Calibracion de equipo:

14.2.1 Dar click en la pestafia MAINTENANCE para ingresar a la pantalla
mantenimiento, luego dar click en AUTO MAINT.

14.2.2 Seleccionar SYSTEM CALIBRATION.

14.2.3 Dar click en EJECT y se abrird la compuerta del equipo, colocar la placa
blanca, administrar los calibradores.

14.2.4 Dar click en EJECT para cerrar la compuerta.
14.2.5 Dar click en RUN para iniciar la rutina.
14.3 Amplificacion de los genes HLA:
14.3.1  Segun DI PC INS 06 AMPLIFICACION.
. 14.4 Separacion mediante electroforesis:
1441  Segun DI PCINS 17.
14.5 Tipificacion molecular genes HLA:

14.5.1 Preparacion de equipo y reactivos — configuracion de la prueba: Fijarse en
la Tabla N° 1 para los volumenes de reactivos necesitados segun el nimero
de muestras.

a) Programe el termociclador para una temperatura definida a 60 °C.
Durante la incubacion, recuerde sellar la placa de PCR, utilice una
almohadilla de presién, cierre y apriete la tapa.

b) Alicuotar de Buffer de desnaturalizaciéon (DB), Buffer de neutralizacion
(NB), Buffer de hibridacion (HB) deben ser almacenado a temperatura
ambiente antes de su uso inmediato.

c) Combine la cantidad apropiada mezcla de perlas (BM) LOCUS DR, con
la cantidad especifica de Buffer de hibridacién (HB) para preparar la
a1 mezcla de perlas y el Buffer de hibridacién (HBM). Esto se hace
= inmediatamente siguiendo la neutralizacion de la muestra.

| -

d) Alicuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) segun la tabla
N° 2 “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE". Recuerde de guardar los
reactivos no usados a 4 °C. Prepare 1X SAPE Solucion (SSB) segtn la
tabla N° 2 “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE”. No mezclar hasta la
tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta a 100X,
removerla solo cuando sea necesario y retornar inmediatamente a una
temperatura entre 2° y 8 °C.
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Tabla N° 1: Volimenes de reactivos

25 5 34 480 4
5 12.5 25 170 2400 20
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000 200
96 240 480 3264 46080 384

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacién. Equipo
Funcional de Patologia Clinica.

Tabla N° 2: Volimenes de SAPE y BUFFER SAPE

0.5 49.5
5 2.5 2475
10 5.0 495.0
20 10.0 990.0
\ 50 256.0 2475.0
/ 96 48.0 4752.0

Fugnte: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo
Funcional de Patologia Clinica.

14.5.2 Desnaturalizacion / neutralizacién:
a) Prepare un bafio con hielo molido.
b) Cologue una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

c) Transfiere 5 ul. de cada muestra de DNA amplificado en un pocillo
limpio de una placa de 96 pocillos. Asegurese que la ubicacion y la
identificacion sean anotadas.

d) Adicionar 2.5 yL de Buffer de Desnaturalizacion (DB), mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Adicionar 5 pL de Buffer de Neutralizacion (NB) con una pipeta y
mezclar fuertemente (preferentemente con succion y descarga arriba y
abajo con la pipeta). Note el cambio de color de rosa hacia amarilio
palido o claro.

f)  Coloque la placa de producto de neutralizacién en un bafo de hielo.
Evite la contaminacion del producto PCR con agua.
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nEn

14.5.3 Hibridacion:

Nota: Asegurese que el termociclador ha sido prendido y el programa de
60 °C ha comenzado a calentar el bloque.

a) Combine volumenes apropiados de mezcla de perlas (BM) LOCUS DR,
Buffer de Hibridacion (HB), vortice. Consulte la tabla.

b) Adicionar 38 pL de mezcla del Buffer de hibridacion y perlas a cada
pocilio.

c) Quite la placa del bario de hielo, cubra la placa con el sello, y vortice.

d) Quite la placa del soporte y coléquela en el termociclador (60 °C) pre
calentado, utilice una almohadilla de presion, cierre y apriete la tapa,
incubar por 15 minutos.

e) Coloque la placa en el soporte, quite el sello de la placa y rapidamente
afada 100 pL de Buffer de lavado (WB) a cada pocillo, y cubra con
sello la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000 - 1300 g.

f)  Repetir el paso e) dos veces mas por un total de 3 lavados. Recuerde
preparar 1X SAPE Solucion (SSB) durante la tercera centrifugacion.
Consulte la tabla N° 2 “Volumenes de SAPE y Buffer SAPE”.

14.5.4 ldentificacion:

a) Cologue la placa en el soporte; afiadir 50uL 1X SAPE Solucién (SSB) a
cada pocillo, y cubra con sello la placa y vértice. Coloque la placa de
PCR en el termociclador (60 °C) pre calentado, utilice una almohadilla
de presion, cierre y apriete la tapa, incubar por 5 minutos.

b) Saque la placa, y coldéquela en el soporte, quite el sello de la placa, y
rapidamente afiada 100 ul de Buffer de lavado (WB) a cada pocillo, y
cubra con sello la placa. Centrifugue la placa por 5 minutos entre 1000
- 1300 g, colocar en el sostenedor de la bandeja y eliminar el buffer de
lavado.

c) Adicionar 70 L del Buffer de lavado (WB) a cada pocillo, mezcle con
cuidado y traslade a la placa para leer usando una pipeta muiticanal de
8 0 12 canales. El volumen final deberé ser de al menos 80 pL.

d) Cubra la placa con sello de placa y papel de aluminio. Mantenga en la
oscuridad y a temperatura de 4°C hasta colocarla en el LabScanTM100
para leer.

e) Para mejores resultados, leer las muestras lo mas antes posible. El
almacenamiento prolongado de las muestras (mas de 4 horas) puede
resultar en pérdida de marcaje.

14.5.5 Leyendo muestras:
a) Llene el Sheath Fluid envase y asegure bien el tapdn.

b) Después que la maquina pase por pre-calentamiento, siga con
preparacion y afluir con alcohol. Si es necesario calibrar con gotas de
calibracion, seguido por 4 lavados obligatorios.

c) Seleccione el icono plantilla (TEMPLATE) y seleccione la mezcla de
gotas que sera usada. Verifique el numero de lote seleccionado.
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d)

f)

9)

h)

i)

a)

b)

Seleccione el icono SETTINGS para asignar el nimero de muestras
que seran probadas, el volumen de la muestra debe estar a 50 uL y los
eventos a 100 por cada gota.

Anote las identificaciones de cada muestra.

Una vez terminado, subrayar el “analyzer menu”. PRIME, cuando la
operacion este completa subrayar la primera muestra para indicar
donde empezar. Es recomendable que la primera muestra sea
interpretada como muestra sola (escoja icono START) para verificar
que las muestras estén interpretando adecuadamente. Por ejemplo,
verificando la presencia de aire y que la presién de la maquina este
correcta.

Seleccione el icono START el tiempo de interpretacion varie entre 10
segundos a 1.5 minutos dependiendo del nimero de gotas. Si la
primera muestra lee correctamente, pueden rechazar el “Single
Setting”.

Cuando la maquina cumple leyendo la muestra, avanzara a la préxima
muestra y continuara automaticamente completando las muestras
restantes.

Cuando haya terminado con la titima muestra, escoja el icono SAVE.

14.5.6 Cerrando la maquina:

Lave 2X con sheath fluid, desinfecte (Sanitize) 1X con 20% lejia, lavar
3X con agua DI y remoje (Soak) con agua DI.

La maquina puede ser cerrada y afloje el tapén de la botella del sheath
fluid.

Analisis y elaboracion del Informe HLA

14.6.1 El personal asistencial con ayuda del software de recopilacién de datos o
equivalente realiza el analisis respectivo.

14.6.2 Se redacta el informe de los resultados HLA.

14.6.3 La validacion es realizada el Médico Patologo encargado del Laboratorio de
Histocompatibilidad y Cricpreservacion.

14.6.4 El personal asistencial elabora el informe final con la descripcién de los
hallazgos y particularidades de la prueba realizada.

5 XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

= ol - Ver Procedimiento de Gestion de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento

de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia

Clinica.

XVI. RESULTADOS ANALITICOS
16.1 Rango de valores a informar:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-DR- SSO en alta definicion

- Texto

Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-DR-SSO en alta definicién

- Texto, describir hallazgos particulares de la prueba realizada.
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- Indicar de requerimiento de nueva muestra.

16.2 Rangos de alarma:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-DR-SSO en alta definicion

- Numeérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
Sub analisis 2: Observaciones tipificacion molecular HLA-DR-SSO en alta definicion

- Texto: No aplica
16.3 Intervalos de referencia:
Sub analisis 1: Tipificacion molecular HLA-DR-SSO en alta definicion

- Numérico: No aplica
- Alfabético: No aplica
Sub analisis 2. Observaciones tipificacion molecular HLA-DR-SSO en alta definicién

- Texto: No aplica
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\“ﬁ‘ﬁ( XVIIl. ANEXOS

- Anexo N° 1: Control de registros

- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.
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Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Histocompatibilidad y Criopreservacion

PNT.DNCC. INEN.147. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
TIPIFICACION MOLECULAR HLA-DR-SSO EN ALTA DEFINICION V.01

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de

ANEXO N° 1

CONTROL DE REGISTROS

. LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO / DE PROTECCION ARCHIVO

TEMPORAL
Estante Encargado del
DI PC-HC REG MANUALES DE documentario Sector area de trabajo
06 PROCEDIMIENTOS | 5 (1 afios) / sector de Laboratorio 2 afos
TOMO | almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 afo) y Criopreservacién
Estante documentos Encargado del
REGISTRO DE Sector 6 (1 afios) / area de trabajo
PIPCHC REG PLACA DE Sector de Laboratorio 2 afios
TIPIFICACION almacenamiento 1 Histocompatibilidad
(1 ano) y Criopreservacion
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Histocompatibilidad y Criopreservacion

PNT.DNCC. INEN.147. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
TIPIFICACION MOLECULAR HLA-DR-SSO EN ALTA DEFINICION V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de

ANEXO N¢ 2

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

%ERSI()N PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y
MEJORA

FECHA DE_
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

1-12

- Se elabora PNT segun D.A

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

- Asignacion de nuevo

documento por
implementacion de codigo
tarifario.

25/08/2020

M.C. Roxana
Regalado Rafael

8 Gantro/ Nac""o
&
2

. 5’55
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PNT.DNCC.INEN.148. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS,
CADA LINEA CELULAR - V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE CRIOPRESERVACION,
CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS, CADA LINEA CELULAR

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Criopreservacion, congelamiento y almacenamiento de
celulas, cada linea celular; manteniendo su viabilidad y funcionalidad a temperaturas
criogénicas.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Codigo CPMS (MINSA): 88240

- Codigo Tarifario INEN: 240202

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la Criopreservacion, congelamiento y
almacenamiento de células, cada linea celular; en el Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Médico Patdlogo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, y emitir los resultados de
analisis.

- Bidlogo(a) del Grupo de Trabajo Criopreservacién del Area de Trabajo Laboratorio de

Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el analisis de laboratorio ,
en muestra biologica.

- Personal administrativo del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcion y regulacién de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

DEFINICION DE TERMINOS

- RLI: Recuento leucocitario inicial.

- VCI: Volumen colectado inicial.

- C: constante = 210000000

- Ofros términos: Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestion de la Calidad —
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

- Los reactivos, a excepcion del Dimetilsulfoxido (DMSO), deben mantenerse a 4° C, al
momento de la preparacion debe colocarse el frasco de preparacion dentro de una
cubeta de acero inoxidable en bafio de hielo, para evitarla la precipitacion de la
albtmina.

. SIGNIFICANCIA CLINICA

La criopreservacién tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y funcionabilidad
celular a temperaturas bajas. La criobiologia se refiere a entender los efectos de las
temperaturas bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo biologico es una
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consecuencia de determinadas reacciones bioguimicas y el frio prolonga el tiempo
biolégico puesto que enlentece estas reacciones (1). Sin embargo, este no es un proceso
exento de problemas ya que puede inducir variaciones extremas en las propiedades
guimicas, térmicas y eléctricas las cuales pueden alterar las membranas celulares, los
organelos y la delicada interaccion célula-célula inherente en las ceélulas y tejidos a
criopreservar (2).

. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

La bajas temperaturas (asociadas al aumnento de la rigidez de la membrana) y la rapidez
(décimas de segundo) con la que suceden los cambios osméticos en los procesos de
congelacién y descongelacion hacen muy dificil el movimiento de moléculas a través de la
membrana mediante procesos de transporte activo (dependientes de ATP) (3), la
disminucion de temperatura desde 25 °C a 10 °C reduce en un 60% la actividad de las
bombas dependientes de ATP y la difusion facilitada o como transporte (transporte
concomitante de dos moléculas a través de la membrana dependiente una de ellas de
ATP y/o iones H+), en consecuencia, los procesos de difusion y ésmosis son los que
predominan en los momentos de estrés osmético. Los productos criopreservados se
deben almacenar a temperaturas desde -133°C (vapores de nitrogeno liquido) a -196°C
(nitrogeno liquido) (4). A estas temperaturas no existen fenémenos de difusion ni energia
térmica suficiente para llevar a cabo las reacciones quimicas y por tanto las dificultades de
la congelacion no derivan de la permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de
congelacién y descongelacion. La lesion celular crio inducida se explica en funcion de la
formacién de hielo intracelular y el estrés osmodtico al que se ven sometidas las
membranas celulares durante la congelacion (5), Merryman propone la hip6tesis del
volumen celular minimo que relaciona el efecto de la deshidratacion producida durante la
concentracion de solutos y la muerte celular con la vuelta a las condiciones isotonicas
después de la congelacion (choque osmatico), el volumen celular minimo se basa en que
el volumen se reduce en relacién al aumento de la osmolaridad extracelular, a medida que
la célula pierde volumen por la pérdida de agua, la compresion del contenido
citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen, y al
excederse la resistencia fisica de la membrana se produciran cambios irreversibles en su
permeabilidad, en este caso los crioprotectores actuarian reduciendo por sus propiedades
coligativas la cantidad de hielo formado a una temperatura determinada (6). :

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.4 Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): maxima.
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad —
" SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

EQUIPAMIENTO

10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Camara de flujo laminar

- Centrifuga refrigerada

- Refrigeradora conservadora de medicamentos

- Equipo de congelacion (CRYOMED)

- Congeladora eléctrica vertical hasta -80°C

- Tanque para nitroégeno liquido

- Tanque para almacenamiento de células
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10.2 Instrumentales:
- Tubos tipo falcon estériles
- Pipetas estériles
- Pinzas curvas
- Sellador de bolsas
- Cubeta de acero inoxidable
- Tijera de metalde 8 In
- Bandeja de acero quirirgico 30 cm x 18 cm x 5 cm
- Pinza Kelly curva 14 cm
- Pinza Kelly recta 14 cm
- Gradilla de polipropileno para 96 tubos de 1.5 mL - 2 mL (Cja X 4)
- Lentes protectores de policarbonato resistente a golpes y salpicaduras

10.3 Mobiliario:
- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Mesa de metal.
- Estante de melamina

- Cajonera rodable de malamina

0.4 Software:
- Equipo para congelacién (CRYOMED)

Insumos y material:

- Algododn hidréfilo x 500 g

- Bolsas de polipropileno para criopreservacion
- Campo quirtrgico descartabie 90 cm x 90 cm

- Gorro descartable unisex x 100 unidades

- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mandil descartable estéril talla estandar

- Mascarilla descartable quirdrgica de 3 pliegues
- Criovial de polipropilenc estéril

- Hielo gel refrigerante

- Gasas estériles.

- Caseteras de metal estériles

- Geles congelados

- Crioviales
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CELULAS,

Trabajo

GNAG

- Agujas estériles

- Jeringa descartable de 20 mL con aguja 21 Gx11/2In
- Frasco de polietileno x 250 mL con tapa

- Hielo gel refrigerante para cadena de frio x 250 g

- Jabon germicida liquido x 800 mL

- Papel toalla de hojas separadas x 200 hojas

- Papel Lente para microscopio 10 mm x 15‘ mm x 100

- Llave de triple via con extension x 50 cm

- Botella de vidrio de 500m!

- Recipiente de 500mi con tapa blanca estéril

- Juego de plumones para criopreservacion

- Boligrafo (lapicero) de tinta liquida punta fina color azul
- Cuaderno empastado rayado tamario A5 x 200 hojas

- Plumon de tinta indeleble punta delgada Papel bond 75 g tamafio A4
- Tubo de polipropileno

- Tips con filtro 100 Ul x 1000

- Tips con fiitro 1000 Ul x 96

- Tips Estéril con filtro 0.1 Ul - 10 Ul x 96

11.2 Reactivos:
- Alcohol Etilico (Etanol) 99.8% P.A. X 20 L
- Nitrogeno liquido
- Solucion anticoagulante acido citrico, citrato y dextrosa (ACD) x 500
- Solucion de Hanks (1X) x 500 mL
- Citrato o ACD
- Albumina humana 4% o plasma autdlogo
- Dimetilsulfoxido x 100 mL (DMSQ)

Il. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Electricos

12.2 Servicios Publicos:

- Agua

mL
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PNT.DNCC.INEN.148. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS,

CADA LINEA CELULAR - V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo

Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

- Luz

Xill. MUESTRA

13.1. Obtencion de la muestra:

- Aféresis.

13.2. Sistema biolégico:

- Sangre periféica.

13.3. Recipiente:

- Bolsas para la coleccién de sangre periférica por aféresis.

- Caseteras para la criopreservacion de las células progenitoras hematopoyéticas.

13.4. Conservacioén y manejo:

- Conservacion de las células progenitoras hematopoyéticas en Nitrégeno liquido
a-196°C.

XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de criopreservacion, congelamiento y almacenamiento
de celulas, cada linea celular, se realizan las siguientes actividades:

14.1 Recepcion y registro de la muestra:

14.1.1  El Biologo(a) encargado recepciona la muestra, bolsa de sangre periférica
de la aféresis. Procede a tomar dos alicuotas de 1 ml cada una, un vial es
llevado a Hematologia para recuento de leucocitos y el otro vial a
citometria de flujo para recuento de CD34+. ,

14.2 Esterilizacion de equipos y preparacién de material: f

14.2.1  Ver DI PC-HC INS 21.

14.3 Procesamiento de la muestra: 5

14.3.1  El Bidlogo(a) director de proceso, ingresa al area del procedimiento‘\de»
Criopreservacion y dirige el procedimiento dentro de la cabina.

14.3.2 El Bidlogo(a) circulante interno, ingresa al area del procedimiento de
Criopreservacion, apoya al director del procedimiento proporcionando
materiales estériles, insumos, rotula viales, caseteras, etc.

14.3.3  El Bidlogo(a) circulante externo, no ingresa al area del procedimiento de
criopreservacion se mantiene alerta para proporcionar materiales, insumos
o informacion externa relevante en el proceso.

14.3.4  El circulante interno, proporciona, al director del procedimiento, guantes
estériles, un campo estéril, una pinza estéril, una tijera estéril y un paquete
de gasas estériles.

14.3.5 El director de proceso coloca en campo sobre la cabina de flujo laminar y
procedera a colocar ordenadamente al lado izquierdo, la pinza, tijera, y
gasas.

14.3.6  El circulante interno proporciona uno por uno, al director de proceso, tubos

tipo Falcon de 50ml, previamente esterilizados.
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PNT.DNCC.INEN.148. PROCEDlMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS,
CADA LINEA CELULAR - V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

14.3.7 El director de proceso procede a colocar cada tubo en una gradilla para
tubos, que previamente fue colocada dentro de la cabina de flujo laminar.

14.3.8 El circulante interno, procede a sellar latubuladuras de la bolsa que
contiene las células colectadas, y cortara alguna de ellas dejando
tnicamente la tubuladura del medio.

14.3.9 El circulante interno, agita suavemente la bolsa y se acercara a la cabina,
muy cerca al director de proceso.

14.3.10 Se procede a verter alcohoi sobre la tubuladura de la bolsa.

14.3.11 El director de proceso, tomara una gasa y procedera a limpiar la
tubuladora de arriba hacia abajo una sola vez y eliminara la gasa, repetir 2
veces.

14.3.12 Si el volumen colectado de la suspensién de mononucleares es menor de
/: ‘ 30 ml, proceder directamente con el paso del procedimiento de

3 ; -~ . o ;
({g JH criopreservacion segun la técnica respectiva.
=| UWQEGCION
\%/ Gms(‘é“ 14.3.13 Si la suspension celular es mayor a 30 ml, proceder a la reduccion del

volumen centrifugando la bolsa completa o trasvasandola en tubos de 50
mi por 15 minutos a 1800 RPM.

14.3.14 El Bidlogo(a) circulante externo recoge los resultados de Hematologia.

% G
> ' =
O VD o
ol I 2 ¢
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14.3.15 Se revisa el conteo de CD 34+ de la bolsa a criopreservar.

14.3.16 Calcular el nimero de boisas aplicando la siguiente formula:

RLIxVC(CI

N2 de bolsas =
C

o

4

14.3.17 Luego retirar el excedente de plasma de cada tubo hasta conseguir el
volumen deseado.

14.3.18 Rotular las bolsas a criopreservar con letra mayuscula, asi como !@s
caseteras en donde se colocaran las unidades para almacenar. Datos a
rotular: apellidos y nombres del paciente o donante, fecha y tipo de
muestra colectada.

14.3.19 Homogenizar suavemente el volumen de la suspension de células que
tiene el tubo, luego con una jeringa de 20 ml colocar 30 ml de la
suspension de células en cada bolsa de criopreservacion.

14.3.20 Preparar la solucidn criopreservante seguin la TABLA N° 1 “PORCENTAJE
DE USO DE REACTIVOS”.

TABLA N° 1: PORCENTAJE DE USO DE REACTIVOS

REACTIVO % (POR BOLSA)
Hanks 50%
Citrato o ACD 10%
AlbGmina humana 4% o plasma autdlogo 20%
DMSO 20%
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PNT.DNCC.INEN.148. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS,
CADA LiNEA CELULAR - V.01

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional de
Patologia Clinica.

TABLA N° 2: VOLUMENES DE REACTIVOS

LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y CRIOPRESERVACION

NUMERO DE BOLSAS | 1 2 3 4 5 6 7 8
SOL HANK'S cc | 264462 | 66 858 | 106 | 125 | 145 | 165
ACD (Citrato) _ cc 4 7 10 13 16 19 22 25
ALBUMINA 20% cc 1.6 | 2.8 4 52 | 64 | 76 | 8.8 10
DMSO cc | 8 | 14| 20 | 26 | 32 | 38 | 44 | 50
VOLUMEN TOTAL | 40 70 | 100 | 130 | 160 | 190 | 220 | 250

Fuente: Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion. Equipo Funcional de
Patologia Clinica.

» Si se precipita la albumina colocar la suspension criopreservante en la
congeladora unos minutos.

e |a tabla utiliza albiumina humana al 20%.

14.3.21 El volumen total ideal de cada unidad sera de 60 ml (30 mL de la
suspension de CPH y 30 ml de solucién criopreservante).

14.3.22 Agregar con una jeringa 20 mL, los 30 ml de solucién criopreservante muy
lentamente (1mL por cada minuto) agitando constantemente la bolsa sobre
un congelante a fin de mantener la temperatura de 4°C.

‘ e
14.4 Preparacién y envio de muestra alicuota para el control: f

14.4.1 Retirar el aire de cada unidad, tomar muestras de 1 mL de cada bolsa
colocarlos en crio viales para recuento leucocitario.

1442  Para el control de calidad y esterilidad de la muestra criopreservad
alicuota 1 mL y se agrega al medio de cultivo para estudios '
microbiologicos.

14.4.3  Sellar la bolsa separando 3 alicuotas para control de viabilidad pre —
infusion y colocarla junto a la casetera respectiva.

14.4.4  Colocar en el envase con los refrigerantes o hielo a -20°C mientras se
termina de procesar todas las bolsas. :

14.5 Criopreservacion:

14.5.1  Poner en marcha el Equipo de Congelacion (Cryomed) en el PROGRAMA
N°4. Colocar las bolsas en el equipo de congelacion (Cryomed) e iniciar la
criopreservacion programada.

14.5.2  Posteriormente retirar las bolsas del equipo de congelacion (Cryomed) y
colocarlas en el Tanque de nitrégeno liquido a —196°C.

14.6 Registro de datos:

14.6.1  Tener un registro de la ubicacidn de las caseteras de cada colecta en el
tanque de nitrégeno liquido.
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PNT.DNCC.INEN.148. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE CELULAS,
CADA LINEA CELULAR -V.01 -

Direccion de Servicios de Apoyo al Diagndstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcionai de Patologia Clinica - Area de Trabajo
Laboratorio de Histocompatibilidad y Criopreservacion

14.6.2 Enviar las alicuotas respectivas, para el recuento celular y el control de
esterilidad (microbiologia). ‘

14.6.3 Registrar todos los datos del procedimiento realizado segun el Protocolo
de trabajo y archivar todos los informes de cada colecta.

XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestidén de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica. s

“’XVI. RESULTADOS ANALITICOS

16.1 Rango de valores a informar:

Sub analisis 1: CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO
DE CELULAS, CADA LINEA CELULAR.

- Texto

16.2 Rangos de alarma:

Sub analisis 1: CR!OPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIENTO
DE CELULAS, CADA LINEA CELULAR

- No aplica

16.3 Intervalos de referencia:

Sub andlisis 1: Sub analisis 1: CRIOPRESERVACION, CONGELAMIENTO Y
ALMACENAMIENTO DE CELULAS, CADA LINEA CELULAR

- No aplica

o

] 4
. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ‘
1. Beck, S., Geraghty, D., Inoko, H., & Rowen, L. (1999). Complete sequence and
gene map of a human major histocompatibility complex. Nature, 401(6756), 92%1—
923. e

2. Delorson, K. (s.f.). Histocompatibilidad e Inmunogenética. United Kingdom.

3. Echeverria Veldsquez, M. (2012). Analisis de la asociacion entre alelos hla clase ii y
leucemia en poblacion mestiza venezolana. potenciales implicaciones patogénicas.
analisis de la asociacion entre alelos HLA clase ii y leucemia en poblacion mestiza
venezolana. Potenciales implicaciones patogénicas. Alcala de Henares.

4. Jones, Y. E., Fugger, L., Strominger, J. L., & Siebold, C. (2006). MHC Class i
proteins and disease: a structural perspective. Nature Reviews Inmunology, 271-
282.

5. Neefjes, J., Jongsma, M. L., Paul, P., & Bakke, O. (2011). Towards a systems
understanding of MHC class | and MHC class 1l antigen presentation. Nature
Reviews Inmunology, 11, 823-836.

6. Manual del Usuario Software HLA FusioTM. ONE LAMBDA INC.

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

Fecha de Caducidad: Pagina 8 de 10
DI PC-HC PNT 17 16/07/2024
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XVill. ANEXOS

- Anexo N° 1: Control de Registros

- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.

ANEXO N°1

CONTROL DE REGISTROS

Neoplasicas (Resolucion
Jefatural N° 276-2019-J/INEN).

- Asignacién de nuevo
documento por implementacion
de cédigo tarifario.

LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO/ DE PROTECCION ARCHIVO
TEMPORAL
Encargado del
i Estante Area de Trabajo
RLEMERG: MANUALES DE documentario Sector Laboratorio
;§‘" ne N2 | DI PC-HC REG 06 PROCEDIMIENTOS 5 (1 afio) / sector de Histocompatibili- 2 afos
{.;3 3 i TOMO | almacenamiento 1 (1 dad‘;
(o) A < =
k'?// éf/ afio) Criopreservacion
\‘({”OPE&*}\/
e ™
CUADERNO DE Estante documentos Encargado del
g REGISTRO Sector 4 (1 afio) / Area de Trabajo -
S | DI PC-HC REG 29 Sector de Laboratorio 2 afios
5.‘? 2 DE CRIOPRESERVA- | ajmacenamiento 1 (1 | Histocompatibilidad
= R CION afio) y Criopreservacion
;‘)) ------------- oY
2\ VB® /S
% S)
XL INEN -
ANEXO N° 2
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS
. DESCRIPCION DE LA FECHA DE AUTORIZA
PAGINA MODIFICACION Y ELABORACION ELABORACION
MEJORA (ACTUALIZACION) (ACTUALIZACION)
- Se elabora PNT segun DA N°
001-2019-INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de Documentos
Normativos en el Instituto
1-11 Nacional de Enfermedades 25/08/2020 M.C. Roxana

Regalado Rafael

DI PC-HC PNT 17
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PNT.DNCC. INEN.149. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
PREPARACION DE TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS, CRIOPRESERVACION V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE PREPARACI(')N DE
TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS,
CRIOPRESERVACION

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Preparacion de Trasplante de Células Progenitoras
Hematopoyéticas, Criopreservacion.

IDENTIFICACION DEL CPMS
- Cobdigo CPMS (MINSA): 38207
- Cadigo Tarifario INEN: 240205

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para la Preparacion de Trasplante de Células
Progenitoras Hematopoyéticas, Criopreservacion; en el area de trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacién del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Medico Patdlogo Clinico del Area de Trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, y emitir los resultados de
analisis.

- Biologo/a del Grupo de trabajo criopreservacion del area de trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el procedimiento
establecido en este documento normativo.

Personal administrativo/a del area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de la recepcidn y regulacién de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

EFINICION DE TERMINOS

/= Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestién de la Calidad — SGC del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

- Los reactivos, a excepcion del Dimetilsulféxido (DMSQ), deben mantenerse a 4° C, al
momento de la preparacion debe colocarse el frasco de preparacion dentro de una
cubeta de acero inoxidable en bafio de hielo, para evitarla la precipitacién de la
albuimina.

. SIGNIFICANCIA CLINICA

La preparacion de progenitores hematopoyéticos tiene como objetivo su empleo en el
trasplante de progenitores hematopoyéticos. En la etapa de descongelacion la
supervivencia celular, puede comprometerse por lisis osmotica, recristalizacion intracelular

o por efectos toxicos del crioprotector. Leibo y cols. en 1970 (1), demostraron que la
recuperacion de células hematopoyética, era superior si la velocidad de descongelacién
era rapida, a 100°C/minuto, disminuyendo los riesgos de cristalizacién intracelular y
chogue hipotérmico (2).
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PNT.DNCC. INEN.149. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
PREPARACION DE TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS, CRIOPRESERVACION V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion

. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

Actualmente se han desarrollado protocolos de congelacion ultrarrapida-descongelacion
rapida, utilizando altas concentraciones de crioprotectores previniendo asi la formacién de
cristales de hielo y la induccién de un medio amorfo y vitreo (3). La bajas temperaturas
(asociadas al aumento de la rigidez de la membrana) y la rapidez (décimas de segundo)
con la que suceden los cambios osmoticos en los procesos de congelacion vy
descongelacion hacen muy dificil el movimiento de moléculas a través de la membrana
mediante procesos de transporte activo (dependientes de ATP), la disminucion de
temperatura desde 25 °C a 10 °C reduce en un 60% la actividad de las bombas
dependientes de ATP y la difusién facilitada o como transporte (transporte concomitante
de dos moléculas a través de la membrana dependiente una de ellas de ATP y/o iones
H+), en consecuencia, los procesos de difusion y 6smosis son los que predominan en los
momentos de estrés osmotico (4). Los productos criopreservados se deben almacenar a
temperaturas desde -133°C (vapores de nitrégeno liquido) a -196 °C (nitrégeno liquido). A
estas temperaturas no existen fenomenos de difusion ni energia térmica suficiente para
llevar a cabo las reacciones quimicas y por tanto las dificuitades de la congelacion no
derivan de la permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de congelacion y
descongelacion. La lesion celular crio inducida se explica en funcion de la formacion de
hielo intracelular y el estrés osmotico al que se ven sometidas las membranas celulares
durante la congelacion, Merryman propone la hipotesis del volumen celular minimo que
relaciona el efecto de la deshidratacién producida durante la concentracion de solutos y la
muerte celular con la vuelta a las condiciones isotonicas después de la congelacion
(chogue osmdtico) (5), el volumen celular minimo se basa en que el volumen se reduce en
relacién al aumento de la osmolaridad extracelular, a medida que la célula pierde volumen
por la pérdida de agua, la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia
de la célula a seguir perdiendo volumen, y al excederse la resistencia fisica de la
membrana se producirdn cambios irreversibles en su permeabilidad, en este caso los
crioprotectores actuarian reduciendo por sus propiedades coligativas la cantidad de hielo
rmado a una temperatura determinada (6).

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES
Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.4 Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): maxima.
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad —
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.
EQUIPAMIENTO
10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):
- Camara de flujo laminar
- Congeladora eléctrica vertical hasta -80°C
- Equipo de bafio maria
- Tanque para nitrégeno liquido
- Tangue para almacenamiento de células
- Termoémetro
- Envase de capacidad refrigerante
10.2 Instrumentales:

- Crondmetro digital
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PNT.DNCC. INEN.149. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE

HEMATCPOYETICAS, CRIOPRESERVACION V.01
Direccion de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento

PREPARACION DE TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS

Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de

Histocompatibilidad y Criopreservacion

Guante criogénico talla M

10.3 Mobiliario:

Silla giratoria de metal tipo cajero

Mesa de metal

Rack para televisor de 21 in

Mobdulo de melamina para computadora de 90 Cm X 98 Cm X 50 Cm

Coche metalico para transporte en general

10.4 Software:

No aplica.

Xl. SUMINISTROS

11.1 Insumos y material:

Campo estéril

Hielo gel refrigerante

Gasas estériles.

Gorro descartable unisex x 100 unidades

Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
Mandil descartable estéril talla estandar

Mascarilla descartable quirtirgica de 3 pliegues

Hielo en cubo x 3 kg

Reactivos:

Agua destilada

. ﬁéRVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:

Equipos Biomédicos
Equipos de Aire Acondicionado
Equipos Eléctricos

12.2 Servicios Publicos:

Agua
Luz

Teléfono/Internet

Xlll. MUESTRA
13.1. Obtencion de la muestra:

Aféresis.
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13.2. Sistema bioldgico:

- Sangre periférica.
13.3. Recipiente:

- Bolsas para la coleccion de sangre periférica por aféresis.

- Caseteras para la criopreservacion de las células progenitoras hematopoyéticas.
13.4. Conservacion y manejo:

- Conservacion de las células progenitoras hematopoyéticas en Nitrégeno liquido
a-196 °C.

XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de preparacién de trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, criopreservaion; se realizan las siguientes actividades:

14.1 Esterilizacion de equipos y preparacion de materiai:
14.1.1  Ver DI PC-HC INS 21.
14.2 Procesamiento de la muestra:

14.2.1  Ubicar lugar de las caseteras en el DI PC HC REG 29 y retirar las
caseteras de aluminio que albergan las bolsas criogénicas las cuales
contienen los progenitores hematopoyéticos, (tanto caseteras como bolsas
criogénicas estan debidamente rotuladas con el nombre del paciente y/o
donante), y se encuentran dentro de en un tanque de almacenamiento
suministrado con nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C.

14.2.2 Colocar las caseteras retiradas dentro de un envase con capacidad
refrigerante junto con geles refrigerantes congelados previamente a -80
°C, para su transporte hasta la Unidad de Trasplantes.

Descongelacion de muestra:

14.3.1 Colocar las caseteras retiradas dentro de un envase con capacidad
refrigerante junto con geles refrigerantes congelados previamente a -80
°C, para su transporte hasta la Unidad de Trasplantes.

14.3.2 En el ambiente dispuesto para la infusién o re-infusion de Progenitores
Hematopoyéticos se tendra el equipo de bafio maria con agua estéril a una
temperatura fluctuante entre 37 °C a 40 °C**. La preparacion del equipo
debera ser realizada un dia previo a la infusidn. Este procedimiento
requiere la limpieza profunda del equipo y el coche metélico para su
traslado. Asimismo, se debe desinfectar los contenedores de agua
destilada, el formato de Infusion de Progenitores Hematopoyéticos (Ver
ANEXOQS), lapicero, cronometro y termémetro.

14.3.3 Cuando el paciente se encuentre preparado para la infusion, el profesional
de Enfermeria y/o Médico responsable del proceso comunica para
empezar el descongelamiento de los progenitores hematopoyéticos en el
barfio maria.

14.3.4 Para esto, se retira la casetera del envase refrigerante y se coloca en
dentro del agua que se encuentra a la temperatura adecuada y se agita
suavemente la unidad hasta su descongelacion.
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14.3.5  El tiempo sera cronometrado por el personal de apoyo que avisa cuando
se cumplan dos minutos de estar sumergidas en el agua del bafio maria,
tiempo en el que se habran descongelado.

14.3.6  Secar la unidad con una gasa estéril y entregarla al profesional que se
encargara de realizar la infusién al paciente.

14.3.7  Proceder del mismo modo con las ofras unidades crio preservadas.
14.3.8  Realizar un informe del procedimiento realizado.
14.3.9  Actualizar la informacion referente al espacio de almacenamiento de las
caseteras.
XV. CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

- Ver Procedimiento de Gestién de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestién de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

: XVI. RESULTADOS ANALITICOS
g 16.1 Rango de valores a informar:

Sub andlisis 1: Viabilidad celular

- Numeérico.

16.2 Rangos de alarma:
Sub analisis 1: Viabilidad celutar
- Por debajo del 60%.

Intervalos de referencia:

16.3

Sub andlisis 1: Viabilidad celular
0-100%.
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6. Manual del Usuario Software HLA FusioTM. ONE LAMBDA INC.

- Anexo N° 1: Control de Registros.
- Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1

CONTROL DE REGISTROS

) LUGAR DE TIEMPO
CODIGO DE NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO RESPONSABL'E DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO / DE PROTECCION ARCHIVO

TEMPORAL
Encargado del
Estan_te area de trabajo
DI PC-HC REG MANUALES DE documentario Sector Laboratorio
06 PROCEDIMIENTOS | 5 (1 afo) / sector de Histocompatibili- 2 afios
TOMO | almacenamiento 1 da d;;/
(1 afio) Criopreservacion
CU;\E[EQIF‘SODE Estante documentos Encargado del
Sector 4 (1 afio) / area de trabajo ~
DI PC';QC REG DE Sector de Laboratorio 2 afios
CRIOPRESERVA- almacenamiento 1 | Histocompatibilidad
CION (1 afio) y Criopreservacion
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ANEXO N° 2
CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

'S/ DESCRIPCION DE LA FECHA DE AUTORIZA

>/ | VERSION | PAGINA MODIFICACION Y ELABORACION ELABORACION
i MEJORA (ACTUALIZACION) | (ACTUALIZACION)
- Se elabora PNT segun D.A

N° 001-2019-
INEN/DICON-DNCC
“Lineamientos para la
elaboracién de
Documentos Normativos
en el Instituto Nacional de

Enfermedades M.C. Roxana
1-8 Neoplasicas (Resolucion 25/08/2020 Regalado Rafael
Jefatural N° 276-2019-
J/INEN}).
- Asignacién de  nuevo
documento por
implementacion de codigo
tarifario.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE MANTENIMIENTO DE UNA
BOLSA DE CELULAS CRIOPRESERVADAS DURANTE 30 DIiAS

OBJETIVO

Normalizar el procedimiento de Mantenimiento de una Bolsa de Células Criopreservadas
durante 30 dias.

IDENTIFICACION DEL CPMS

- Cddigo CPMS (MINSA): 88240.02

- Codigo Tarifario INEN: 240206

ALCANCE

El presente documento normativo se emplea para mantenimiento de una bolsa de células
criopreservadas durante 30 dias; en el area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad
y Criopreservacion del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

RESPONSABILIDADES

- Meédico Patologo Clinico del area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacion: se encarga de supervisar el proceso, y emitir los resultados de
analisis.

- Bidlogo/a del grupo de trabajo criopreservacion del area de trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion: se encarga de realizar el procedimiento
establecido en este documento normativo.

- Personal administrativo/a del area de trabajo Laboratorio de Histocompatibilidad y
Criopreservacién: se encarga de la recepcion y regulacién de los procesos
administrativos relacionados al procedimiento.

DEFINICION DE TERMINOS

- Ver Manual de Terminologia del Sistema de Gestion de la Calidad — SGC del Equipo
Funcional de Patologia Clinica (DI PC-PC MAN 03).

LINEAMIENTOS

- Los reactivos, a excepcion del Dimetilsulfoxido (DMSO), deben mantenerse a 4° C, al
momento de la preparacion debe colocarse el frasco de preparacién dentro de una
cubeta de acero inoxidable en bafio de hielo, para evitarla la precipitacion de la
albumina (1).

. SIGNIFICANCIA CLINICA

La criopreservacion a baja temperatura (-196° C), tiene por objeto bloquear de una forma
total los sistemas enzimaticos celulares permitiendo (2), teéricamente, su conservacion
indefinida. Siempre que el almacenamiento se mantenga a una temperatura estable, es
decir, se realice el mantenimiento de las bolsas criopreservadas, no interfiere en la
viabilidad de las células, mas si ésta es a —196 °C en nitrégeno liquido (3).
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VIIl. PRINCIPIO DE LA PRUEBA ANALITICA

Los productos criopreservados se deben almacenar a temperaturas desde -133 °C
(vapores de nitrégeno liquido) a -196 °C (nitrégeno liquido). A estas temperaturas no
existen fenémenos de difusion ni energia térmica suficiente para llevar a cabo las
reacciones quimicas y por tanto las dificultades de la congelacion no derivan de la
permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de congelacion y descongelacion
(4). La lesion celular crio inducida se explica en funcion de la formacién de hielo
intracelular y el estrés osmotico al que se ven sometidas las membranas celulares durante
la congelacion, Merryman propone la hipotesis del volumen celular minimo que relaciona
el efecto de la deshidratacion producida durante la concentracién de solutos y la muerte
celular con la vuelta a las condiciones isotdnicas después de la congelacion (choque
osmético) (5), el volumen celular minimo se basa en que el volumen se reduce en relacion
al aumento de la osmolaridad extracelular, a medida que la célula pierde volumen por la
pérdida de agua, la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la
célula a seguir perdiendo volumen, y al excederse la resistencia fisica de la membrana se
produciran cambios irreversibles en su permeabilidad, en este caso los crioprotectores
actuarian reduciendo por sus propiedades coligativas la cantidad de hielo formado a una
temperatura determinada (6).

SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES MEDIOAMBIENTALES

Cumplir las Normas de Bioseguridad 7.2.4. Nivel de Bioseguridad 2 (BSL 2): maxima.
Ver Manual de Bioseguridad (DI PC-PC MAN 02) del Sistema de Gestion de la Calidad -
SGC del Equipo Funcional de Patologia Clinica.

X. EQUIPAMIENTO

10.1 Equipos (médico, biomédico, electromecanico, informatico):

- Congeladora eléctrica vertical hasta -80°C

- Equipo de bafio maria

- Tanque para nitrégeno liquido

- Tanque para almacenamiento de células

- Termédmetro

- Envase de capacidad refrigerante

- Equipo para aire acondicionado tipo doméstico de 24000 Btu tipo piso techo

- Computadora personal portatil con pantalla de 14 In.

- Impresora laser blanco y negro 52 Ppm

- Monitor plano de 20 In

- Unidad central de proceso - CPU de 3.1 Ghz

- Teclado - keyboard con puerto USB

- Mouse optico con puerto USB

10.2 Instrumentales:

- Cronometro digital

- Guante criogénico talla M
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10.3 Mobiliario:

- Silla giratoria de metal tipo cajero

- Mesa de metal

- Modulo de melamina

- Coche metalico para transporte en general
10.4 Software:

- No aplica.

Xi. SUMINISTROS
11.1 Insumos y material:
- Campo estéril
- Hielo gel refrigerante
- Gasas estériles.
- Guante criogénico talla M
- Papel Bond 75 g Tamario A4
- Toéner de impresion para hp cod. ref. 05X Ce505X Negro
- Boligrafo (lapicero) de tinta liquida punta fina color azul
- Cuaderno empastado rayado tamaiio A5 x 200 hojas
- Gorro descartable unisex x 100 unidades
- Guante para examen descartable talla M x 100 unidades
- Mandil descartable estéril talla estandar
- Mascarilla descartable quirtrgica de 3 pliegues
Reactivos:

- Nitrégeno liguido

XIl. SERVICIOS TECNICOS Y BASICOS
12.1 Servicios Técnicos:
Mantenimiento preventivo y correctivo de equipamiento:
- Equipos Biomédicos
- Equipos de Aire Acondicionado
- Equipos Eléctricos
12.2 Servicios Publicos:
- Agua
- Luz

- Teléfono/Internet
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~,

\\ Xlil. MUESTRA
: 13.1. Obtencion de la muestra:
- Aféresis.
13.2. Sistema bioldgico:
- Sangre periférica.
13.3. Recipiente:
- Bolsas para la coleccion de sangre periférica por aféresis.
- Caseteras para la criopreservacion de las células progenitoras hematopoyéticas.
13.4. Conservacion y manejo:
- Conservacion de las células progenitoras hematopoyéticas en Nitrégeno liquido
_ a -196°C.
XIV. MODO OPERATIVO / DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para desarrollar el procedimiento de mantenimiento de una bolsa de células
criopreservadas durante 30 dias, se realizan las siguientes actividades:

141 Revision de la base de datos del tanque de Ny

14.1.1 Buscar en la base de datos de registro de criopreservaciones el nimero de
bolsas crio preservadas en los uitimos 30 dias.

14.2 Revision del tanque de Ny

14.2.1  Ubicar lugar de las caseteras en el DI PC HC REG 29 que se encuentran
dentro de en un tanque de almacenamiento suministrado con nitrégeno
liquido a una temperatura de -196 °C.

14.3 Mantencion de Progenitores Hematopoyéticos

14.3.1 Revisar los niveles de Nz

- Ver Procedimiento de Gestion de Calidad Analitica y Procedimiento de Mantenimiento
de Equipos del Sistema de Gestion de la Calidad del Equipo Funcional de Patologia
Clinica.

. RESULTADOS ANALITICOS

16.1 Rango de valores a informar:

Sub analisis 1: Mantenimiento de una bolsa de células criopreservadas durante 30
dias

- Numérico (Temperatura del tanque).
16.2 Rangos de alarma:

Sub analisis 1: Mantenimiento de una bolsa de células criopreservadas durante 30
dias

- Temperaturas superiores a -190°C.
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16.3 Intervalos de referencia:

Sub analisis 1: Mantenimiento de una bolsa de células criopreservadas durante 30
dias

- Temperaturas entre 0 y -196 °C.
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XVIil. ANEXOS
- Anexo N° 1: Cuadro de Registros
Anexo N° 2: Control de cambios y mejoras.
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ANEXO N° 1

CONTROL DE REGISTROS
’ ) LUGAR DE
| CODIGO DE, NOMBRE DEL ALMACENAMIENTO | RESPONSABLE | TIEMPO DE
IDENTIFICACION REGISTRO (TIEMPO) USO / DE PROTECCION | ARCHIVO
TEMPORAL
Estante Encargado del
DI PC-HC REG MANUALES DE documentario Sector arﬁsb%eratzgggjo
B _06 PROCEDIMIENTOS | 5 (1 ano) / sector de Histocompatibili- 2 afios
TOMO | almacenamiento 1 dad;;/
(1 afio) Criopreservacion
CUF'RAEDCSE%\"ISODE Estante documentos Encargado del
Sector 4 (1 afio) / area de trabajo .
DI PC-I2—19C REG DE Sector de Laboratorio 2 afios
CRIOPRESERVA- almacenamiento 1 Histocompatibilidad
CION (1 afo) y Criopreservacion
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PNT.DNCC. INEN.150. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO DE
MANTENIMIENTO DE UNA BOLSA DE CELULAS CRIOPRESERVADAS DURANTE 30
DIAS V.01

Direccidn de Servicios de Apoyo al Diagnostico y Tratamiento
Departamento de Patologia - Equipo Funcional de Patologia Clinica - Area de Trabajo Laboratorio de
Histocompatibilidad y Criopreservacion

ANEXO N° 2

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

CONTROL DE CAMBIOS Y MEJORAS

PAGINA

DESCRIPCION DE LA
MODIFICACION Y
MEJORA

FECHA DE_
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

AUTORIZA
ELABORACION
(ACTUALIZACION)

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

- Asignacion de nuevo
documento por
implementacion de codigo
tarifario.

25/08/2020

M.C. Roxana
Regalado Rafael
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