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Guia de Procedimiento: Tipificacion Molecular de Genes HLA Clase I
(Locus A,B,C) y Clase II (Locus DRB1 y DQB1) por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa e Hibridacion con Sondas de
Oligonucledtidos de Secuencia Especifica (PCR-SS0O)

Titulo

Guia de Procedimiento: Tipificacién Molecular de genes HLA Clase I (Locus A, B, C) y Clase Il
(Locus DRB1 y DQB1) por reaccién en cadena de la polimerasa e hibridacién con sondas de
oligonucleédtidos de secuencia especifica (PCR-SSO).

Finalidad

Establecer los procedimientos para la identificacion o tipificacién molecular de genes HLA
de clase I (locus A, By C) y clase II (locus DRB1 y DQB1) comunes y bien documentados
(CWD) por la metodologia de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa e Hibridaciéon con
Sondas de Oligonucledtidos de Secuencia Especifica (PCR-SSO), en el Laboratorio de
Histocompatibilidad y Biologia Molecular del Servicio de Patologia Clinica del INSN - San
Borja.

III. Objetivos

a. Objetivo General
Realizar el proceso de tipificacion molecular de genes HLA de clase I (locus A, By C) y
clase II (locus DRB1 y DQB1) comunes y bien documentados (CWD) por la metodologia
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa e Hibridacién con Sondas de Oligonucleotidos
de Secuencia Especifica (PCR-SSO).

b. Objetivos especificos
o Establecer el flujo de trabajo desde la obtencidn de la muestra hasta la validacion de
los resultados.
o Identificar de forma detallada los procedimientos necesarios para la optimizacion
del tipaje de genes HLA en los pacientes del Instituto Nacional de Salud del Nino San
Borja.

IV. Ambito de aplicacién
El presente procedimiento sera aplicado por el laboratorio de Histocompatibilidad y
Biologia Molecular del Servicio de Patologia Clinica del INSN - San Borja

Nombre del Proceso o Procedimiento a Estandarizar y Cédigo CPT
Tipificacion molecular HLA - A, B, C, DR, DQ - SSO en resolucion intermedia.
CPT: 8681201

Fecha: Mayo 2019 Codigo: GP-046/INSN-SB/USDXT-PC-V.02 Pagina 3 de 34




<& T
E? PERU

GUIA DE PROCEDIMIENTO: TIPIFICACION MOLECULAR DE GENES HLA CLASE I (LOCUS A,B,C) Y CLASE II (LOCUS
DRB1Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE

VI

[ ]
Miniserio nsnNy

al de Salud dei Nifia
San Borja

&
[1]

OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

Consideraciones Generales

a. Definiciones Operativas

1.

Definicion del Procedimiento

Los procesos de tipificacibn molecular de genes HLA por sondas de
oligonucleédtidos secuencia especifica (SSO) como LABType® aplica la tecnologia
Luminex® donde el ADN extraido se amplifica por PCR utilizando un primer
especifico. El producto de PCR esta biotinilado, lo que permite su detecciéon con
estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE).

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, LABScan3D, identifica la intensidad de fluorescencia de la PE
(ficoeritrina) en cada microesfera.

Las sondas que permiten la tipificacion de los genes HLA dentro del sistema ADN
LABType™ CWD estan destinadas a genes de Clase I ya que amplifican y reconocen
exones adicionales, proporcionando una resoluciéon extendida, ya que ademas de
los exones 2 y 3, los productos de tipificaciéon de locus A y B de Clase I apuntan a
los polimorfismos en los exones 4 y 5. El locus C de Clase I amplifica los exones 4, 5,
6y 7. El producto DRB1 de Clase II solo amplifica y apunta al exén 2, por lo cual la
Unica diferencia es el uso de mas microesferas magnéticas.

La asignacion de la tipificacién de HLA se basa en el patron de reaccién comparado
con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas, asimismo las
sondas que tipificaran alelos HLA comunes y bien documentados tienen un
registro en el catdlogo CWD actual que estd disponibles en la base de datos
IMGT/HLA (https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/).

Consentimiento Informado

El paciente o Tutor (segun sea el caso) debera manifestar su consentimiento para
la realizaciéon de la prueba, almacenamiento de la muestra y uso posterior de la
misma a fin de ampliar los estudios del caso mediante la firma del Consentimiento
Informado del Laboratorio. Ver anexo N°01: Consentimiento Informado.

b. Conceptos Basicos
El conocimiento del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) sigue
amplidandose desde hace mas de 50 afios se describid por primera vez un gen
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responsable del rechazo agudo de trasplantes. Los hitos fundamentales de este
conocimiento han sido:

e La asociacion de los genes de histocompatibilidad con antigenos de
membrana de los leucocitos

o La descripcion del polimorfismo y de la complejidad genética del sistema.

e La vinculacién de estos genes y sus productos con los fendmenos de restriccién
de la respuesta inmune, y el lugar central que ocupa en el control de la respuesta
inmune.

e La asociacion de algunos de los alelos con ciertas enfermedades.

Definicién de HLA

El MHC en el humano se denomina sistema HLA ('"Human Leukocyte Antigens') y esta
integrado por un conjunto de genes localizados en el brazo corto del cromosoma 6
(entre los marcadores 6p21.31 y 6p21.32), en un segmento de 4000 kb que
corresponde Unicamente al 1/1000 del genoma humano total. Los genes del MHC
permiten la clasificacién de tres regiones, caracterizadas por codificar tres tipos de
proteinas con diferentes funciones, denominadas de clase I, II y III. Las moléculas de
clase I y Il representan entidades estructurales diferentes, aunque todos los productos
de estos genes pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, e intervienen en
los procesos de activacion linfocitaria y restriccion de la respuesta T. La region de clase
I1I estd integrada por los genes que codifican moléculas de complemento (C2, C4A, C4B
y factor B) y las isoenzimas de la 21-hidroxilasa. Entre la region de clase 1l y la de clase
[ existen un grupo de genes que codifican proteinas relacionadas con situaciones de
estrés, inflamacién o infecciéon, que se consideran como una region diferente
atendiendo a su funcién (regién de clase IV). En esta regién se encuentran los genes
para las proteinas del choque térmico de 70 KDa (hsp70, 'Heat shock protein'), algunas
citoquinas como la linfotoxina a (LTA) también llamada TNF-$ (‘Tumor Necrosis
Factor"), la linfotoxina 8 (LTB); y otros.

Caracteristicas del Sistema HLA

e Codominanciay fenotipo
Los alelos del sistema HLA se expresan de forma codominante. Esto es, en la
membrana celular se presentan los productos de ambos alelos (del alelo materno y
del alelo paterno). Por lo tanto, para cada uno de los loci encontraremos individuos
homocigotos (ambos alelos codifican el mismo producto) o heterocigotos (alelos
diferentes). La relaciéon de antigenos expresados por un individuo se denomina
fenotipo HLA.
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¢ Haplotipos, segregacion y genotipo

La estrecha unién de estos genes hace que estos se trasmitan juntos, en bloque de
padres a hijos. Por cada progenitor existen dos series de genes (uno por
cromosoma) llamados haplotipos. Un individuo hereda dos haplotipos de los cuatro
posibles: 2 del padre (a y b) y 2 de la madre (c y d). De ello resultan 4 posibles
combinaciones filiales: a/c, a/d, b/c y b/d, por lo que la probabilidad que dos
hermanos sean HLA idénticos es del 25%, de que sean HLA diferentes del 25% y de
que sean HLA semiidénticos o haploidénticos del 50%. En ocasiones ocurre una
recombinacién entre dos haplotipos originando uno nuevo, pero la tasa de
recombinaciones es del 1%. Al conjunto de los dos haplotipos, individualizados, que
posee un individuo se le denomina genotipo.

e Desequilibrio de ligamiento

Muchas y diferentes especificidades pueden ser detectadas para cada locus génico
en la poblaciéon humana. Puesto que virtualmente cualquier antigeno de la regién A
puede asociarse con cualquiera de la region B, C o D, el nimero de haplotipos
presentes en la poblacion humana es muy elevado. Sin embargo, ciertas
combinaciones de especificidades de A y B ocurren con mas frecuencia que la
esperada si su asociacion fuese al azar. Asi, la frecuencia de la combinacién de Al y
B8 es del 8.8% en la poblacién, mayor que la esperada que es del 1.6% (frecuencias
de 16% para A1,y 10 % para B8; 0’16 x 0’10 = 0’016 6 1.6%). Tales agrupaciones de
especificidades se denominan desequilibrio de unién o ligamiento. Este fendmeno
no es infrecuente, se puede producir entre los loci Ay B, By C, By DR o DR y DQ.
Mas infrecuente, pero también ocurre, es el desequilibrio entre mas de dos
especificidades de loci distintos.

¢ Polimorfismo alélico

El polimorfismo se debe a la existencia de un gran nimero de alelos para cada uno
de esos genes. La diversidad genera una gran cantidad de combinaciones en un
cromosoma, lo que hace extremadamente dificil hallar dos personas no
emparentadas con HLA idéntico. Los genes de histocompatibilidad son los genes
mas polimorficos encontrados hasta el momento del genoma de todas las especies
analizadas. El polimorfismo de los antigenos HLA ocurre, como ya hemos visto a
varios niveles: 1) multiples loci relacionados, y 2) multiples alelos.

e Zonas variables
La mayor parte de la variabilidad se concentra en el ex6n 2 de los genes de clase Il y
en los exones 2 y 3 de los genes de clase I. Dentro de estos exones, la variabilidad
esta a su vez concentrada en determinadas posiciones, las cuales estan implicadas
directa 6 indirectamente en la region de union al péptido antigénico. Por otra parte,
las variantes alélicas se pueden agrupar en familias de alelos. Estas familias estan
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inmiscuidas entre especies; esto es, un determinado alelo presenta mayor
homologia con miembros de su familia, atin en especies mas o menos proximas, que
con otros alelos de su especie. Esto ha permitido construir los linajes alélicos y
seguir el proceso de divergencia filogénica.

Compatibilidad HLA

e Compatibilidad e Incompatibilidad

Las coincidencias en antigenos HLA (compatibilidades) o las diferencias en los
mismos (incompatibilidades) se recogen siempre que hablamos de injertos de
organo solido en la direccién receptor anti-donante. De esta forma, las homocigosis
en algtn locus del donante o los antigenos blanco (no definidos), en el caso de los
fenotipos, implicaran como maximo 1 incompatibilidad desde el punto de vista del
receptor. Los términos se han extendido a la valoraciéon de fragmentos del alelo
(epitopos) o a residuos individuales de la secuencia del alelo. En general, para el
estudio de la implicaciéon del HLA como factor de riesgo sobre la supervivencia del
injerto/paciente, se refieren las incompatibilidades.

¢ Incompatibilidades Mayores y Menores
Incompatibilidades menores se refieren a aquellas entre antigenos que pertenecen
al mismo grupo antigénico publico, mientras que en las mayores los antigenos
corresponden a grupos publicos diferentes.

e Grupos de Reaccion Cruzada (CREGs)

Los antigenos que presentan reaccion cruzada con los antisueros de los individuos
sensibilizados definen los grupos de reaccién cruzada o CREGs. Los antigenos
incluidos en un CREG suelen compartir una o mas secuencias de aminoacidos en sus
regiones de variabilidad. No sucede lo mismo, al contrario, antigenos que comparten
secuencias variables no tienen por qué pertenecer al mismo CREG. Esta diferencia la
establece la misma definicidon de los CREG: son grupos definidos por antisueros, que
s6lo discriminan epitopos expuestos.

Estrategias utilizadas en el estudio de compatibilidad
El tipaje HLA se encuentra comprometido con la deseable resolucion maxima y los

recursos disponibles en los laboratorios de tipaje. Sin embargo, la combinacion de
diversas técnicas que por si mismas son insuficientes, se consigue una aproximacion
bastante satisfactoria.

La definicion de la relacion receptor-donante siempre es relativa al método utilizado en
la caracterizacion de los antigenos HLA.
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Baja resolucion

La serologia permite la descripcién de especificidades antigénicas; entre ellas cabe
distinguir aquellas mas restringidas a uno o varios alelos ('splits') de las que estan
presenten en un gran ndmero de los mismos o incluso en grupos de alelos adscritos
a diferentes 'splits' (especificidades publicas, amplias o 'broad’, y mas generales aun
las que definen los grupos de reactividad cruzada o 'CREGs' y las definidas como
BW4 y BW6).

El tipaje por técnicas Biologia Molecular de baja resolucién alcanzan la resolucién
serologica (baja resolucion), pero si pueden en muchos casos garantizar la presencia
de homocigosis, o despistar ambigiiedades seroldgicas.

Mediana resolucion

Se alcanza este nivel de resolucidon por técnicas de Biologia molecular, donde se
identifican un grupo de alelos probables, no se puede identificar especificamente el
alelo que porta el individuo. Estos grupos de alelos estdn designados por un
conjunto de letras o codigos del NMDP (National Marrow Donor Program).

Alta resolucion

La Biologia Molecular de alta resoluciéon permite la definicién de alelos HLA, aunque
segun el método empleado presenta diferentes particularidades:

SSP (Amplificacién especifica): los alelos nuevos pueden confundirse bien porque no
amplifican con los 'primers’ escogidos, bien porque presenten la misma secuencia de
amplificacién.

SSP/SSO (Amplificacion genérica + Hibridacion especifica): los alelos nuevos pueden
quedar resaltados como incongruencias en la combinacién de sondas positivas.
Secuenciamiento Sanger y NGS: La secuenciacién de amplicones de los alelos de HLA
es probablemente el mejor método para conocer qué alelo u alelos estan presentes
en un individuo, e incluso para descubrir nuevos alelos. En NGS existen diferentes
plataformas que permiten que manejar el estudio en distintos enfoques:

- Tecnologias de reads cortas como Illumina. En este caso la mejor estrategia y la
mas segura seria la amplificaciéon de exones y su posterior secuenciacion.

- Utilizando PacBio se podria aplicar la estrategia de amplificar los genes HLA
enteros. En este caso, se deberia tener en cuenta que de los alelos de HLA
conocidos sdlo se conoce en realidad la secuencia de algunos de sus exones, y
no la de los genes enteros. Sin embargo, es posible utilizar sélo la informacion
de los exones.
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c¢. Requerimientos Basicos

Infraestructura

>

Area de Pre-PCR, PCR y Post-PCR

Recursos Humanos

>

>
>

Médico patélogo Clinico capacitado y entrenado en técnicas de
Histocompatibilidad, Inmunologia y Biologia molecular.

Bidlogo especialista en Histocompatibilidad y Biologia molecular.

Técnico de Laboratorio capacitado en procedimientos de Histocompatibilidad.

Paciente

>

El paciente o Tutor (segin sea el caso) deberd manifestar su consentimiento
para la realizacion de la Prueba con el posterior almacenamiento de la muestra
mediante la firma del Consentimiento Informado del Laboratorio. Ver anexo
N°01: Consentimiento Informado

El paciente y/o Tutor (segun sea el caso) debera pasar una entrevista a cargo
del Médico responsable del llenado de la Ficha Epidemiolégica del laboratorio.
Ver anexo N°02: Ficha Epidemiolégica del Receptor y Anexo N°03: Ficha
Epidemiolé6gica del Donante.

El paciente y los donantes deben de cumplir con las indicaciones dadas en la
presente Guia para la realizacion de la prueba.

Solicitud escrita de cada uno de los potenciales donantes: Nombre del paciente
receptor, edad, servicio que envia la orden, médico tratante del receptor, fecha.

Muestra biolédgica

>

>

Sangre periférica en tubo al vacio con EDTA de 3 ml (02 tubos), debidamente
identificada con nombre y fecha de la toma de muestra.
Cabello tomado bajo condiciones estériles (20 cabellos), este debe tener el
bulbo piloso adjunto a la raiz; el tubo donde se colecte debe estar debidamente
identificado con nombre y fecha de la toma de muestra

Equipos Biomédicos

>

YV VYV VYVYVYVY

Espectrofotometro de UV-Vis Nanodrop™ 2000
Analizador de flujo LABScan3D™

Centrifuga para microtubos de 1,5 - 2.0 ml
Centrifuga de micro placas de 96 pocillos
Termociclador en gradiente Veriti
Refrigerador 2 - 8 °C

Congelador de - 30°C

Congelador de - 70°C
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OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

Camara electroforética
Transiluminador UV.

Termobloque de calor seco

Vortex

Micropipeta automaticas de 1 - 10 pl
Micropipeta automaticas de 2 - 20 pl
Micropipeta automaticas de 10 — 100 pl
Micropipeta automatica de 100- 1000 pl
Pipeta multicanal de 0.5 - 10 pl

Pipeta multicanal de 20 - 300 pl
Computadora

Impresora

YVVVYVVVVVYVYVYYVYY

Materiales

Tips con filtrode 1 - 10 pl

Tips con filtro de 2 - 20 pl

Tips con filtro de 20 - 200 ul

Tips con filtro de 100 - 1000 pl

Microtubos estériles de 1.5 - 2.0 ml

Microtubos estériles libres de DNA para elucién de 1.5 ml
Gradillas para microtubos de 1.5 - 2.0 ml

Microtubo estéril de 0.5 ml

Y

Tubos cénicos de 50 ml

Tubos conicos estériles de 15 ml

Placas de PCR de 96 pocillos

Film sellador para microplaca de PCR de 96 pocillos
Microplaca de 96 pocillos,

Plumoé6n marcador indeleble, resistente al agua
Papel absorbente

Cronémetro

VVVYVYVVVVVYVYVYVYVYVYYVY

Insumos

Etanol Absoluto

Agua ultrapura grado molecular
Etanol al 70%.

Lejia al 10% (o equivalente)
Agarosa

Buffer TAE

Colororante de carga

SYBR® Safe

Parafilm

VVVYVYVYVVYVYVY
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GUIA DE PROCEDIMIENTO: TIPIFICACION MOLECULAR DE GENES HLA CLASE I (LOCUS A,B,C) Y CLASE II (LOCUS
DRB1Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE

OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

» Kit de Calibracion Flex Map 3D®
» Kitde Verificacién de Rendimiento Flex Map 3D®

Reactivos

» Kitde extraccion de ADN genémico

YV YV VY

Kit de tipificacién molecular CWD HLA Clase I locus A-SSO
Kit de tipificacion molecular CWD HLA Clase I locus B-SSO
Kit de tipificacion molecular CWD HLA Clase I locus C-SSO
Kit de tipificacion molecular CWD HLA Clase II locus C-SSO
Kit de tipificacién molecular HLA Clase Il locus DQA1/DQB1-SSO

Consideraciones Especificas

a. Descripcion detallada del Proceso
El procedimiento de tipificacion molecular de los genes HLA descrito en el presente
manual consta de las siguientes fases:

1. Extraccién de ADN Gendmico
2. Cuantificacién de ADN
3. Tipificacion Molecular de Genes HLA Clase I y Clase Il comunes y bien documentados
(CWD) en resolucién intermedia por Reaccién en Cadena de la Polimerasa e Hibridacion
con Sonda de Oligonucledtidos Secuencia Especifica (PCR-SSO).
3.1 Amplificacion de ADN por PCR Bidlogo
3.2 Electroforesis en gel
3.3 Hibridacion con sondas SSO CWD

4. Clibracién y Programacion del LABScan 3DTM usando el Software Luminex Xponente

5. Andlisis de datos mediante el Software HLA Fusion 4.2

6. Emision de Reporte

7. Emision de Resultados Médico
8. Validacion Clinica Patolégica Patdlogo

a.1. Extraccion de ADN genémico

a.1.1. Extraccion de ADN gendmico a partir de Sangre Periférica

La extraccion de acidos nucleicos es el primer paso para todos los
procedimientos de Biologia Molecular en los que se analice ADN o ARN. El
kit de extraccion de ADN gendmico Purelink permite aislar y purificar
ADN desde sangre total fresca o congelada; asi como a partir de otras
muestras biolégicas como tejidos, hisopado bucales, tacos de parafina,
cola de raton/rata, etc.

El método esta basado en la unidn selectiva del ADN a la membrana de
silica en presencia de sales caotrépicas. Consta de los pasos de lisado
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GUIA DE PROCEDIMIENTO: TIPIFICACION MOLECULAR DE GENES HLA CLASE I (LOCUS A,B,C) Y CLASE II (LOCUS
DRB1 Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE
OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

(digestion con Proteinasa K y accion de ARNasa A), unién a la membrana
de silica, lavados con Buffers y Elucién con Buffer de Elucién bajo en sales.
El ADN extraido es de un tamaifo de 20-50 kb y permite trabajar con
técnicas de PCR, Enzimas de restriccion y Southerrn blotting.

Al inicio del proceso:

1. Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de proteccién durante
todo el tiempo de trabajo en el ambiente de Extraccién de acidos
nucleicos (ADN y ARN).

2. Antes de iniciar cualquier procedimiento limpiar con alcohol Etilico
al 70% o Hipoclorito de sodio al 10 %, las superficies de las mesas de
trabajo para mantener un ambiente estéril.

3. No mezclar los materiales, insumos, soluciones y/o instrumentos de
las areas de Pre-PCR, PCR y Post-PCR.

4. No mezclar reactivos de diferente lote ni fuera de la fecha de
expiracion.

Durante el proceso:
1. Al abrir un nuevo Kkit, preparar los reactivos Wash 1 y Wash 2 de la
siguiente manera:
- Agregar 15 ml de Etanol Absoluto al frasco que contiene el
reactivo Wash 1. Anotar fecha de preparacion.
- Agregar 17.5 ml de Etanol Absoluto al frasco que contiene el
reactivo Wash 2. Anotar fecha de preparacion.

N

Cargar 200 pl de Sangre total fresca o congelada en un tubo de
microcentrifuga estéril de 1.5 0 2.0 ml.

Agregar 20 pl de Proteinasa K

Adicional 20 pl de RNAasa A

Mezclar por Vortex (Aproximadamente durante 5 segundos)

Incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 200 pl de Buffer Binding/lisis y mezclar bien hasta obtener
una soluciéon homogénea.

Incubar a 56 °C por 10 minutos (calor seco).

9. Adicionar 200 pl de Etanol absoluto.

10. Mezclar por Vortex (Aproximadamente durante 5 segundos)

11. Cargar el lisado en una columna de extracciéon (aprox. 640 pl)

No e w

®©

utilizando una pipeta de transferencia estéril.
12. Centrifugar la columna a 10 000 x g por 1 minuto a temperatura
ambiente.
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a.1.2.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.
24.
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Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna en un nuevo tubo
de coleccion.

Agregar 500 pl de Wash Buffer 1 (Previamente preparado).
Centrifugar la columna a 10 000 x g por 1 minuto a temperatura
ambiente.

Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna en un nuevo tubo
de coleccién

Agregar 500 pl de Wash Buffer 2

Centrifugar la columna a maxima velocidad por 3 minutos a
temperatura ambiente.

Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna en un tubo de
microcentrifuga estéril de 1.5 ml.

Agregar 60 pl de Buffer de Elucidn.

Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar la columna a maxima velocidad por 1 minuto a
temperatura ambiente.

Proceder a la Cuantificaciéon del ADN eluido.

Almacenar a 4 2C si se va a utilizar el DNA extraido en corto tiempo o
almacenar a -202C por periodos mas prolongados.

Final del proceso:

1.
2.
3.

Limpiar la superficie de la mesa de trabajo utilizada.

Dejar los materiales utilizados en su lugar respectivo.

Eliminar los guantes y/o otros materiales descartables
biocontaminados en los reservorios adecuados (tacho con bolsa
roja).

Lavarse las manos con jabdn desinfectante disponible.

Extraccion de ADN gen6mico a partir de Bulbo Piloso
El método esta basado en la unidn selectiva del ADN a la membrana de
silica en presencia de sales caotrdpicas. Consta de los pasos de lisado

(digestidon con Proteinasa K y accion de ARNasa A), unién a la membrana

de silica, lavados con Buffers y Elucién con Buffer de Elucion bajo en sales.

Las muestras de cabello tienen tasa de éxito de extraccion de ADN

bastante alta, por lo que si los cabellos contienen el bulbo piloso, se tiene
una probabilidad del 75% para extraer el ADN necesario.

Al inicio del proceso:

1.

Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de protecciéon durante
todo el tiempo de trabajo en el ambiente de Extraccién de acidos
nucleicos (ADN y ARN).
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Antes de iniciar cualquier procedimiento limpiar con alcohol Etilico
al 70% o Hipoclorito de sodio al 10 %, las superficies de las mesas de
trabajo para mantener un ambiente estéril.

No mezclar los materiales, insumos, soluciones y/o instrumentos de
las areas de Pre-PCR, PCR y Post-PCR.

No mezclar reactivos de diferente lote ni fuera de la fecha de
expiracion.

Durante el proceso:

1.

10.

11.

12.
13.

14.

15.
16.

Rotular en orden ascendente el numero de crioviales necesarios
segun la lista del trabajo del dia.
Afadir al tubo colector de 2 ml que contiene las muestras de cabello
con foliculo piloso lo siguiente:

e Agregar 200 pL de buffer de lisis de tejidos

e Agregar 30 pL de Proteinasa K

e Agregar 20 pL de Dithiothreitol (DTT) 1M de buffer de lisis de

tejidos.

Mezclar por Vértex e incubar a 56°C por 90 minutos.
Transcurrido el tiempo, adicionar 200 pL de Buffer de Lisis
Secundario. Mezclar por Voértex e incubar a 70°C por 20 minutos.
Adicionar al lisado 150 pL de etanol absoluto y mezclar por vértex.
Cargar el lisado en una columna de extraccién (aprox. 640 pL)
utilizando una pipeta de transferencia estéril.
Centrifugar la columna a 10 000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente.
Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna a un nuevo tubo
de coleccion.
Agregar 500 pL de Wash Buffer 1
Centrifugar la columna a 10 000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente.
Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna a un nuevo tubo
de coleccion.
Agregar 500 pL de Wash Buffer 2
Centrifugar la columna a 10 000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente.
Descarte el tubo de coleccion y coloque la columna a un nuevo tubo
de coleccion.
Agregar 500 pL de Etanol Absoluto
Centrifugar la columna a 10 000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente.
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GUIA DE PROCEDIMIENTO: TIPIFICACION MOLECULAR DE GENES HLA CLASE I (LOCUS A,B,C) Y CLASE II (LOCUS
DRB1Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE

a.2.

OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

17. Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna a un nuevo tubo
de coleccion.

18. Centrifugar la columna a 18 000 g por 3 minutos a temperatura
ambiente.

19. Descarte el tubo de coleccién y coloque la columna a un tubo estéril
de 1.5 ml.

20. Agregar 50 pL de Buffer de Elucién.

21. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

22. Centrifugar la columna a 18 000 g por 2 minutos a temperatura
ambiente.

23. Proceder ala Cuantificacién del ADN eluido.

24. Almacenar a 4°C si se va a utilizar el DNA extraido en corto tiempo o
almacenar a -20°C por periodos mas prolongados.

Final del proceso:

1. Limpiar la superficie de la mesa de trabajo utilizada.

2. Dejar los materiales utilizados en su lugar respectivo.

3. Eliminar los guantes y/o otros materiales descartables
biocontaminados en los reservorios adecuados (tacho con bolsa
roja).

4. Lavarse las manos con jabdon desinfectante disponible.

Cuantificaciéon de ADN gendmico

La cuantificacion del ADN y/o ARN, se lleva a cabo mediante técnicas de
espectrofotometria de luz ultravioleta, ya que estas biomoléculas en soluciéon
tienen su pico maximo de absorciéon a 260 nm. De manera que la cantidad de luz
absorbida se relaciona a la concentracion de la molécula absorbente.

Es comun que las muestras de acidos nucleicos puedan contener otras moléculas
como por ejemplo proteinas, las cuales absorben la luz UV a los 280 nm. El
cociente obtenido a 260 nm y a 280 nm (A260/A280) proporciona una
estimacion del grado de pureza de los acidos nucleicos. Una pureza de 1.8 - 2.0 es
considerada ideal para trabajar en los procedimientos de Biologia molecular.

Al inicio del proceso:
1. Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de proteccién durante todo el

tiempo de trabajo en el ambiente de Extraccion de acidos nucleicos (ADN y
ARN).
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2.

OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

Antes de iniciar cualquier procedimiento limpiar con alcohol Etilico al 70% o
Hipoclorito de sodio al 10 %, las superficies de las mesas de trabajo para
mantener un ambiente estéril.

Durante el proceso:

Encender el Espectrofotometro NanoDrop™ 2000 y el computador
conectado al equipo.

Iniciar el software de control NanoDrop 2000, se observara una ventana que
pide autorizacion para que el programa realice cambios en el equipo, pulsar
siy el equipo hara un chequeo del sistema 6ptico

Seleccionar el tipo de ensayo (Acidos Nucleicos) en el software.

Levantar la cubierta del Nanodrop 2000 y limpiar el pedestal de lectura con
1 uL de agua libre de nucleasas, cerrar la cubierta, abrirla y limpiar con papel
toalla de hoja delgada.

Leer 1 pL del blanco, que debe ser el mismo buffer donde fue eluida la
muestra de ADN, y dar click en Blank dentro del software.

Colocar 1 pL de la muestra, indicar el nombre de la misma y dar click en el
botén de Measure (Lectura) en el software.

Anotar los valores de Concentracién y Pureza que aparecen en una hoja de
datos que se muestra en la parte inferior de la pantalla con el nombre de la
muestra, los valores de las lecturas y la fecha.

Para leer una nueva muestra se debe limpiar con 1 puL de agua libre de
nucleasas colocando este volumen sobre la platina, abriendo y cerrando la
cubierta y limpiando después.

Al terminar las lecturas, hacer la limpieza con 1 pL de etanol al 70% y luego
con agua libre de nucleasas

a.3. Tipificacion molecular de genes HLA Clase I y Clase Il comunes y bien
documentados (CWD) en resolucion intermedia por reaccion en cadena de
la polimerasa e hibridacion con sonda de oligonucledtidos de secuencia
especifica (PCR-SSO)

Los Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) son un conjunto de moléculas
implicadas en la presentacion de antigenos a los linfocitos T y en la diferenciacién

de lo propio y lo ajeno en el sistema inmunitario.

Estos antigenos HLA estan codificados por un conjunto de genes altamente
polimérficos ubicados en el brazo corto del cromosoma 6 y constituyen la
principal barrera al trasplante de 6rganos y de células hematopoyéticas.
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En la actualidad se han desarrollado varias metodologias para poder identificar
cada uno de los alelos HLA de un individuo, desde métodos seroldgicos utilizando
anticuerpos monoclonales (test de linfocitotoxicidad) hasta métodos moleculares
como PCR-SSP, PCR-SSO y secuenciamiento.

Al inicio del proceso:

1. Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de protecciéon durante todo el
tiempo de trabajo en el ambiente de Extraccion de acidos nucleicos (ADN y
ARN).

2. Antes de iniciar cualquier procedimiento limpiar con alcohol Etilico al 70% o
Hipoclorito de sodio al 10 %, las superficies de las mesas de trabajo para
mantener un ambiente estéril.

a.3.1. Amplificacion de ADN por PCR

1. Realizar diluciones al ADN gen6mico cuantificado con agua molecular
para ajustar la concentraciéon a 20 ng/pl. Si las lecturas de
concentracion son inferiores puede realizarse la PCR con el doble de
volumen de muestra extraida. De tener muestra suficiente se puede
volver a extraer el ADN aplicando los protocolos de concentracidn.

NOTA: Para la realizacién de la PCR se requiere que el ADN extraido
tenga una concentraciéon de - 20 ng/ul, y una pureza entre 1.65 a

1.90.

2. Preparacion la mezcla de PCR por cada locus (A, B, C, DRB1 y DQB1)
utilizando un microtubo de 0.5 ml de la siguiente manera:

Tabla N° 01: Reactivos para preparar la mezcla de PCR

Me de PRIMER DMIX TAQ
Reacciones () ) ()
1 4 138 | 02

5 20 &9 1

10 40 138 2

20 20 276 4

50 200 /90 1
100 400 1380 20
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3. Dispensar 2 pL del ADN extraido a cada pozo de la placa de PCR
segin corresponda. Protéjalos de la evaporaciéon o contaminacién
tapandolos parcialmente.

B C DR DQ

Pacientes

000000/ >
OO0O0000
OO00000

O00000
O00000
000000

4. Agregar 18 pL de la mezcla de PCR (Dmix/Primer/Taq) a los pozos
de la placa de PCR que contienen el ADN extraido. Recuerde de
anotar la posicion de cada muestra.

5. Sellar bien la placa de PCR con el film correspondiente.

6. Colocar la placa en el Termociclador previamente programado con el
Programa de amplificaciéon LABType SSO PCR respectivo, el cual se
detalla lineas abajo.

Tabla N° 02: Programa de Amplificacion LABTYPE CWD SSO PCR

SE2C 3 min 1 hold
o 20 =

BOeC 20 = Sciclos
Faac 20 =

SEeC 10 =

BoeC 15 ¢ 30 ciclos
728C 20 =

F2eC 10 = 1 hold
Ao Infinito

7. Realizar el corrido de electroforesis usando de 2-5 pl del producto de
PCR para confirmar la amplificacion (presencia de banda).

8. Si no se va a realizar la hibridacién inmediatamente almacenar los
productos de PCR de -20 °C a -80°C (Duracién hasta 1 mes).

a.3.2. Electroforesis en gel
1. Disolver 1.25 g de agarosa en 50 ml de Buffer TAE. Verificar que la
solucion se torne homogénea y de un color transparente.
2. Dispensar la agarosa en la cubeta de Electroforesis.
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3.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Colocar los “peines” correspondientes en la posicién correcta para la
formacidn de los pocillos.

Dejar enfriar hasta que la soluciéon se solidifique y retirar los
“peines”.

Agregar el buffer de corrida en cantidad suficiente hasta cubrir en su
totalidad el gel (Aprox. 500 ml).

En una superficie de parafilm dispensar 2,5 pl de cada amplificado y
mezclar con el buffer de carga o azul de bromofenol.

Dispensar cada mezcla en los pocillos del gel correspondientes.
Conectar los electrodos en las posiciones correspondientes (polo
positivo o catodo en la parte inferior y polo negativo o Anodo en la
parte superior)

Encender la fuente poder y programar la corrida a un voltaje
constante de 210 V por 40 minutos.

Realizar la corrida electroforética por el voltaje y tiempo
programado.

Sumergir el gel en una cubeta que contenga el colorante de tincion de
ADN (SYBR Safe) disuelto en buffer TAE.

Dejar colorear por aproximadamente 15-20 minutos.

Retirar el gel con cuidado que no se quiebre y colocarlo en el
transiluminador.

Encender el transiluminador y observar la presencia de las bandas
correspondientes a los exones 2+3 (2 BANDAS) para los genes de
clase I y el ex6n 2 para los genes de clase II (1 BANDA).

Tomar registro del gel para su archivo correspondiente.

Eliminar el gel y guante utilizados en el reservorio correspondiente.
Vaciar el buffer de corrida en un reservorio limpio con tapa hasta su
préximo uso.

Secar la cAmara electroforética utilizando un pafio absorbente.

a.3.3. Hibridacion con sondas SSO CWD

1.

Preparar los reactivos para la hibridacién, tener en cuenta las
siguientes consideraciones:
- Las Perlas para cada locus, el Buffer de Hibridacién y el Buffer
SAPE son susceptible a luz, mantenerlos en oscuridad.
- El buffer SAPE es susceptible a temperatura, almacenar a
temperatura de 4°C.
- Las perlas son enviadas congeladas y se deben mantener asi
hasta su uso, una vez descongeladas manténganse a 4°C.
- Regrese todos los reactivos a condiciones apropiadas cuando no
estan en uso.
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Tabla N° 03: Reactivos necesarios para los procedimientos de post PCR

Voliimenes de Alicuotas Requeridas a Almacenar
Temperatura Ambiente ad’C
Cant  Buffer de Buffer de Buffer Buffer Mezcla de
idad Desnatura Neutraliza de de Perlas (BM)
De lizacion tion (NB) Hibrida Lavado ulL
Mue (DB) ul cion (WB)
stras ul (HB) ul
ul
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
100 250 500 3400 48000 400

2. Programe el termociclador por un tiempo indefinido a wuna
temperatura de 60°C. Durante la incubacién, recuerde de cubrir la
placa con sello de PCR, utilice una almohadilla de presion, cierre y
apriete la tapa.

3. Alicuotas de Buffer de Desnaturalizacion (DB), Buffer de
Neutralizaciéon (NB), Buffer de Hibridacién (HB) deben ser
almacenados a temperatura ambiente. El resto debe de regresar a
refrigeracion 4°C.

4. Combine la cantidad apropiada Mezcla de Perlas (BM) con la
cantidad especificada de Buffer de Hibridacion (HB) para preparar la
Mezcla de perlas y buffer de Hibridacion (HBM) - Esto se hace
inmediatamente siguiendo la neutralizacion de las muestras.

5. Alicuotar el volumen apropiado de Buffer de SAPE (SB) y lleve a
temperatura ambiente. Recuerde de guardar reactivos no usados a
4°C. Prepare la Solucion SAPE al 1X segun el diagrama abajo- No
mezclar hasta la tercera centrifugacion. La Reserva de SAPE (SS) esta
a 100X.

Tabla N° 04: Reactivos necesarios para la preparacion del SAPE IX

Cantidad de SAPE [100%)  Buffer SAPE(u)
pruebas

1 4 138
5 20 59

10 40 138
20 B0 276
50 200 690
100 400 1380
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6. Coloque una placa de 96 pocillos limpia en un soporte.

7. Transfiere 5 ul de cada muestra de DNA amplificado en un pocillo
limpio de una placa de 96 pocillos - asegure que la ubicaciéon y la
identificacion sean anotadas.

8. Adicionar 2.5 pl de Buffer de Desnaturalizaciéon (DB), mezclar
repetidamente con la micropipeta y luego por vortex. Note que el
color del amplificado se vuelva mas intenso.

9. Incube por 10 minutos a temperatura ambiente.

10. Adicionar 5 pl de Buffer de Neutralizacién (NB), mezcle
repetidamente con la micropipeta y luego por vortex. - note el
cambio de color a un amarillo palido.

11. Coloque la placa de producto de neutralizaciéon en una gradilla
térmica congelada - evite la contaminacién del producto PCR con
agua.

12. Combine volimenes apropiados de Mezcla de Perlas (BM) y Buffer de
Hibridaciéon (HB) - mezclar por vortex. Consultar Tabla N°03:
Reactivos necesarios para los procedimientos Post - PCR.

13. Adicionar 38 pl de mezcla del buffer de hibridacién y perlas a cada
pocillo.

14. Quite la placa de la gradilla térmica, ctibrala con el film para sellarla,
y mezcle por vortex.

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

16. Coloque la placa en el soporte, quite el film y rapidamente afiada 100
ul de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, cubra nuevamente con el
film y mezcle por vortex.

17. Centrifugue la placa por 5 minutos a 1300 g (1ER LAVADO).

18. Elimine el sobrenadante haciendo un flicking.

19. Coloque la placa en el soporte, quite el film y rapidamente afiada 100
ul de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, cubra nuevamente con el
film y mezcle por vortex.

20. Centrifugue la placa por 5 minutos a 1300 g (2DO LAVADO).

21. Elimine el sobrenadante haciendo un flicking.

22. Coloque la placa en el soporte, quite el film y rapidamente afiada 100
ul de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, cubra nuevamente con el
film y mezcle por vortex.

23. Centrifugue la placa por 5 minutos a 1300 g (3ER LAVADO).

24. Elimine el sobrenadante haciendo un flicking.

Fecha: Mayo 2019 Codigo: GP-046/INSN-SB/USDXT-PC-V.02 Pagina 21 de 34




<& TN
L Ministerio
y RERD de Salud

GUIA DE PROCEDIMIENTO: TIPIFICACION MOLECULAR DE GENES HLA CLASE I (LOCUS A,B,C) Y CLASE II (LOCUS
DRB1 Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE
OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

25.

26.

27.

28.

29.
30.
31.

32.

33.

34.
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Preparar la Solucién SAPE 1X durante la tercera centrifugacién.
Consultar Tabla N°04: Reactivos necesarios para preparacién del
SAPE 1X.

Coloque la placa en el soporte; afiadir 50 ul de la Solucién SAPE 1X
preparada a cada pocillo, cubra con un film y mezcle por vortex.
Coloque la placa de PCR en el termociclador pre calentado a 60 °C,
utilice una almohadilla de presidn, cierre y apriete la tapa, incubar
por 5 minutos.

Saque la placa, y coléquela en el soporte, quite el film de la placa, y
rapidamente afiada 100 pl de Buffer de Lavado (WB) a cada pocillo, y
cubra con sello la placa.

Centrifugar la placa por 5 minutos a 1300 g.

Elimine el sobrenadante haciendo un flicking y el exceso de liquido
secar suavemente sobre un papel absorbente.

Adicionar 70 ul del Buffer de Lavada (WB) a cada pocillo, mezcle con
cuidado.

Traslade todo el contenido a la placa de lectura de 96 pocillos usando
una pipeta multicanal de 8 o 12-puntas. El volumen final debe ser
aproximadamente 80 pl.

Colocar la placa en el LABScan3D™ (previamente calibrado) para su
lectura.

Si no se va a realizar la lectura inmediatamente mantenga la placa en
oscuridad y a una temperatura de 4°C hasta su lectura.

Calibracion y Programacion del LABScan3D™ usando el Software Luminex

Xponent

El sistema Luminex LABScan3D™ esti disefiado para una amplia gama de
aplicaciones de pruebas de laboratorio que miden reacciones biomoleculares en
la superficie de microesferas XMAP. Este sistema estd disefiado para uso de
diagnéstico in-vitro.

a.4.1. Calibracion
El proceso de calibraciéon debe realizarse periddicamente cada vez que se
requiera o cuando la temperatura de trabajo sea superior a la

temperatura de calibracién.

1.

Atemperar el kit de calibraciéon y el de verificacion de performance
durante 10 a 15 minutos; estos kits contienen lo siguiente:

e (lassification Calibrator (Tapa Roja)
e Reporter Calibrator (Tapa Verde)
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E Classification Calibrator (Tapa Azul)
EDR Calibrator (Tapa morada)
Classification Verifier (Tapa Naranja)
E Classification Verifier (Tapa Rosada)
Reporter Verifier (Tapa Amarilla)
Microspheres Fluidics 1 (Tapa Gris)
Microspheres Fluidics 2 (Tapa Negro)

2. Homogeneizar por vortex cada uno de los viales y cargar 5 gotas de

cada uno en los pocillos correspondientes en la placa a utilizar.
3. Enelsoftware LUMINEX XPONENT:

Hacer Click en la pestafia “Maintenance” y luego seleccionar la
opcion “Calibration/Verification”, aparecera un recuadro hacia la
derecha que nos indica por colores donde agregar el reactivo.
Hacer un Click en el circulo EJECT para abrir una compuerta del
equipo y asi colocar las tiras de pocillos donde se dispensaron
los reactivos, hacer un click nuevamente para cerrarla.

Para iniciar el proceso, hacer un click en RUN.

a.4.2. Programacion del LABScan3D™
El proceso de adquisicién debe realizarse previamente cada vez que se
ejecute un procedimiento de tipaje desde el software LUMINEX XPONENT

1. Click en la pestafia “Maintenance” y luego seleccionar la opcién
“Fluidics Prepare”

Hacer un Click en el circulo EJECT para abrir una compuerta del
equipo y asi colocar donde corresponda agua destilada y alcohol al
70%, hacer un click nuevamente para cerrarla.

Para iniciar el proceso, hacer un click en RUN.

Los procesos de Warmup, Prime, Alcohol Flush y Wash, se
ejecutan de forma automatizada.

2. Click en la pestafia “Batches” y luego seleccionar la opcioén “Create a
new batch from an existing protocol”

Colocar el nombre del nuevo batch a crear segun el siguiente
formato: HLA_LOCUS_ FECHA_LOTE. Por ejemplo: HLA_A-LTE4
para el batch del locus A.

Seleccionar el protocolo correspondiente al lote de reactivo usado
para cada locus. Por ejemplo, seleccionar el protocolo
RSSOW1A_004 para el locus A.
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e Luego de esto, aparecera una nueva pantalla en donde se colocara
el nombre o cédigo de las muestras que se van a tipar, de la misma
forma se podrd ajustar la distribucién de las muestras y la
direccion de lectura que hara el LABScan3D™. Guardar el bach al
terminar este paso y seguir con el siguiente locus.

Obs.: Si se cambia de lote de reactivos deben actualizarse los
protocolos desde la web de ONE LAMBDA.

3. Click en la pestafia “Batches” y luego seleccionar la opcidn “Create a
new multibach”

e Se va agregando a la plantilla los bach creados cuando se van a
tipar varios locus a la vez (A, B, C, DRB1, DQB1), a este nivel es
posible modificar la posicién del bach creado.

e Colocar el nombre correspondiente a la sesion en MULTIBACH
NAME usando el siguiente formato: HLA TYPING dia/mes/afio.

e Parainiciar el proceso, hacer un click en RUN

4. El proceso de lavado debe realizarse al termino del procedimiento de
tipaje desde el software LUMINEX XPONENT, Click en la pestafia
“Maintenance” y luego seleccionar la opcidn “System Shutdown”

e Hacer un Click en el circulo EJECT para abrir una compuerta del
equipo y asi colocar donde corresponda agua destilada e
hipoclorito de sodio al 10%, hacer un click nuevamente para
cerrarla.

e Parainiciar el proceso, hacer un click en RUN.

e Los procesos de Sanitize, Wash y Soak, se ejecutan de forma
automatizada.

5. Apagar el sistema en el siguiente orden: Ordenador y LABScan3D™.
6. Desajustar los tapones de los bidones de fluido y eliminar el
contenido del bidon de desechos.

a.4. Analisis de datos mediante el software HLA Fusion 4.2
El programa HLA Fusién 4.2 es un software para uso Diagndstico In Vitro que

permite la obtencion del tipaje molecular de los genes HLA mediante la
adquisicién de datos obtenidos en un Analizador de Flujo LABScan3D™

1.

Abrir el programa HLA Fusion 4.2 y dar click en la opcién Labtype (SSO),
representado por una molécula de ADN.

Importar datos: Hacer CLICK en la carpeta que se encuentra en el cuadro
derecho de la pantalla y elegir la sesiéon deseada desde la carpeta XPONENT
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OUTPUT. Cambiar el nombre de la sesidn, elegir fecha y catalogo correcto, y

cargar la tabla con las muestras.

En la pestafia Summary aparecen dos recuadros: en el superior se observa

simbdlicamente si se han asignado alelos para las muestras analizadas: rojo

(asignado), rosa (no asignado por posible falso negativo), y gris (no

asignado). Y en el inferior se muestra una tabla con los posibles alelos y las

intensidades de fluorescencia de los controles positivos para cada muestra.

En la pestafia Control Value se observan tres graficas:

e Possitive Control Summary: se analiza la intensidad de fluorescencia para
los controles positivos (un punto amarillo y 2 rosas correspondientes a
los exones 2,3,4,5 para clase I, locus A). Los valores de fluorescencia
deben ser como minimo 500, considerando el valor ideal mayor a 1000.

e Negative Control Summary: se analiza la intensidad de fluorescencia para
el control negativo (puntos turquesa). Los valores de fluorescencia no
deben superar las 500 unidades de fluorescencia.

e Bead Count Summary: se analiza la cantidad de perlas adquiridas. El valor
ideal es de 100, aunque con perlas superiores a 30 se puede llevar a cabo
el andlisis.

En pestafia Bead analysis: se observan tres recuadros:

e One Lambda QC: corresponde a los controles de calidad para cada alelo
proporcionados por el fabricante.

e Muestras: se observan las intensidades de fluorescencia de todas las
muestras adquiridas para cada perla.

o False Reaction Summary: muestra las posibles perla implicadas en
reacciones dudosas (verde: falso negativo; marrén: falso positivo)
Obs: en esta primera parte se realiza un analisis global confirmando si se
han asignado matchs a todas las muestras. En el caso de las perlas
dudosas se ajusta el cutoff, considerando primero su proximidad al punto
de corte y segundo su comparaciéon con los controles de calidad de One
Lambda.

Proceder al analisis individual de cada muestra. Para ello seleccionarlas una
a una en la pestafia Summary. La pantalla se divide en cuatro zonas:

a. Enla parte superior izquierda se observan cinco pestafias:
e QC: Aparecen en graficos los controles de calidad del fabricante.
e Rxn: Aparece una tabla con las reacciones positivas dadas para cada
perla y los posibles alelos.
e Rec Site: Esquema de los sitios de reconocimiento de las sondas.
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e Local QC: Aparece un grafico con las intensidades de fluorescencia de
cada perla en relacion a las muestras trabajadas.

e Patient/Sample Results: Aparece una tabla resumen del paciente
seleccionado, mostrando los alelos asignados para todos los locus en
evaluacion.

b. En la parte superior derecha aparecen tres pestaiias:

e Bead: Intensidades de fluorescencia de cada perla.

e Raw: Tabla donde se pueden ordenar las perlas de acuerdo a la
positividad (8) o negatividad (1) con sus respectivos valores de
intensidad de fluorescencia (raw). A su vez permite identificar el punto
de corte de las reacciones.

e Bead info: se presenta informacién sobre las sondas de
reconocimiento asociadas a cada perla

c. En la parte inferior izquierda se representan las intensidades de
fluorescencia de los controles, en morado los positivos y en turquesa los
negativos. Igualmente se observan las intensidades de fluorescencia de
cada perla, en rojo las positivas y azul las negativas.

d. En la parte inferior derecha se muestra el listado de alelos ordenados por
frecuencia y las reacciones cruzadas entre perlas (necesario revisarlas
individualmente y modificar el cut-off si fuese necesario)

Obs.: en esta parte se realiza un andlisis individual de cada muestra
prestando atencién a la intensidad de fluorescencia de cada esfera. Para
ajustar el punto de corte y poder positivizar o negativizar una
determinada perla se toman en cuenta los controles de calidad del
fabricante, asi como la de los controles internos. Una vez asignado un
alelo se asigna y se guarda el analisis.

7. Adquisicién del reporte: Hacer click en Reports, elegir el formato deseado,
seleccionar las muestras requeridas y pinchar en View report.

Obs. Cambiar la extension del informe a .doc o .xls o .pdf.

a.5. Reporte y Emision de Resultados
El reporte de resultados sera elaborado cuando los parametros de calidad de la
prueba hayan sido cumplidos y su emision deberd ser realizada con la
correspondiente valoracidn clinica patolégica.
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1. Elaboracion del Reporte de Resultados segiin Modelo del Laboratorio. Ver
Anexo N°04: Reporte de Resultados.
2. Validacidn de resultados y correlacidn clinico-patolégica

b. Indicaciones

1. Indicaciones Absolutas
Pacientes y potenciales donantes en lista de espera para trasplante de
progenitores hematopoyéticos o de 6rganos sélidos referidos por la Unidad de
Donacién y Trasplante y la Unidad de Atencion Integral Especializada del INSN-SB.

2. Indicaciones Relativas
Es necesario que el paciente no haya recibido transfusiones sanguineas 10 dias
previos a la toma de muestra.
Segin criterio medico se puede ampliar el estudio a otros familiares
consanguineos en busqueda de potenciales donantes haploidénticos.

El tipaje de los potenciales donantes no emparentados (cadavéricos) solo se hara
bajo consentimiento de sus familiares siguiendo el protocolo de la Unidad de
Donacién y Trasplante y el equipo de Procura del INSN-B.

c. Riesgos o complicaciones frecuentes
No aplica para este procedimiento.
d. Riesgos o complicaciones poco frecuentes
No aplica para este procedimiento.
e. Contraindicaciones
No aplica para este procedimiento.
VIII. Recomendaciones
¢ Las muestras deben contener aproximadamente 2.0 ml de sangre periférica.
e Laextraccion de ADN a partir de bulbo piloso se realizara en pacientes politransfundidos
cuyo periodo entre cada transfusion sea menor a los 10 dias recomendados.
e En pacientes politransfundidos con quimioterapia se debe tomar mas de 40 cabellos por
paciente.

e En caso la concentracién de ADN obtenida a partir de bulbo piloso no cumpla con los
criterios de calidad requeridos se recomienda tomar muestra a partir de epitelio bucal.
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XI. Anexos
Anexo N° 01: Declaracion de Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
PARA ESTUDIOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y BIOLOGIA MOLECULAR

(DS.N°027-2015-SA. Reglamento de la Ley N°29414. Ley que establece los Derechos de las Personas Usuarias de los Servicios de

Salud. Ley General de Salud N° 26842 .RD N°....../20...../INSN-SB)

1. SERVICIO/SUBUNIDAD
Laboratorio de Histocompatibilidad y Biologia Molecular/Servicio de Patologia Clinica/Subunidad de
Soporte al Diagnéstico.

2. NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO
Toma de muestras biolégicas para estudios de Histocompatibilidad y Biologia Molecular.

3. DIAGNOSTICO
Pacientes con enfermedades Hematoldgicas y Oncohematolégicas candidatos a Trasplante de
Progenitores Hematopoyéticos y sus potenciales donantes.

4. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Toma de muestra sanguinea:

Una vez seleccionado el sitio de la puncién se colocara un torniquete 3 a 4 pulgadas por
arriba del sitio seleccionado.

Se descontaminara el area con alcohol etilico haciendo movimientos circulares y se
procedera a realizar la puncién con una aguja estéril en angulo de 45° colocando luego los
tubos de extraccidn respectivos.

Se aflojara el torniquete para un mejor flujo y se procederd luego a retirar la aguja
suavemente.

Con un algodén limpio se hara presién sobre el area de la puncién con fuerza moderada para
evitar hematomas.

Al finalizar se colocara sobre el algoddn una cinta adhesiva hipoalergénica en la zona de la
puncion.

Toma de muestra de hisopado bucal:

Se utilizaran tres hisopos estériles para la obtencién de la muestra.

Se colocara el hisopo en la parte interna de la mejilla girdndolo sobre la mucosa bucal en
direccidén hacia arriba y abajo unas 5-10veces.

Cada hisopo se introducira en su respectivo tubo debidamente identificado.

Toma de muestra de Bulbo piloso:

Ubique la pinza en la base de los cabellos que va a extraer, aplicando una presién moderada
proceda a jalar hasta que el bulbo piloso este fuera.

Corte el exceso de cabello y quédese s6lo con los bulbos pilosos.

Coléquelos en un microtubo de 2 ml estéril debidamente identificado.

Extraiga un total de 20 cabellos, en el caso de pacientes en quimioterapia extraiga un minimo
de 40 cabellos.

6. OBJETIVOS DEL PROCEDIMIENTO
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DRB1 Y DQB1) POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA E HIBRIDACION CON SONDAS DE
OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SS0)

e Obtener una muestra bioldgica (sangre periférica u otro tejido si fuera el caso) del paciente y
sus potenciales donantes, a partir de la cual se obtenga ADN (Acido Desoxirribonucleico)
necesario para la realizacion de los estudios pre trasplante de Histocompatibilidad y biologia
molecular.

e Almacenar el ADN del paciente y potenciales donantes para su uso posterior en estudios de
monitoreo pos trasplante, asi como para su utilizacién en otros estudios complementarios
y/o de investigacion.

BENEFICIOS ESPERADOS

e La toma de muestra de otros tejidos como bulbo piloso o hisopado bucal como fuente de
ADN es necesaria para reducir los tiempos de espera entre transfusiones y/o esquemas de
quimioterapias.

e El almacenamiento de las muestras de ADN reducira el nimero de toma de muestras
posteriores al trasplante sobre todo para los estudios de monitoreo.

¢ El mantenimiento de la DNAteca permitird realizar potenciales estudios complementarios
y/o de investigacion en los pacientes con enfermedades hematolégicas y oncohematolégicas.

RIESGOS Y/0 COMPLICACIONES FRECUENTES

e Latoma de muestra sanguinea causa dolor leve en la zona de la puncidn.

e La toma de muestra de otros tejidos como bulbo piloso e hisopado bucal no presentan
riesgos ni complicaciones.

RIESGOS Y/0 COMPLICACIONES POCO FRECUENTES

e Sangrado excesivo y hematoma.

e Desmayo o sensacién de mareo.

e Infeccion.

CONSECUENCIAS PREVESIBLES DE SU NO REALIZACION

e No seria posible realizar los estudios de histocompatibilidad pre-trasplante en la pareja
Receptor-Donante

e No se contaria con el ADN necesario para realizar los estudios de monitoreo pos trasplante,
asi como estudios complementarios y/o de investigacion.

TRATAMIENTO ALTERNATIVO
No aplica.
RIESGO EN FUNCION DE LAS PARTICULARIDADES DEL PACIENTE

e Alteracién de la coagulacién, trombocitopenia.

PRONOSTICO

No aplica.

RECOMENDACIONES
e Evitar hacer la puncién en zonas enrojecidas con presencia de hematomas, quemadura o piel

alterada.

Procurar mover la aguja lo menos posible.

Efectuar la insercién y manipulacién con las maximas medidas de asepsia.

Presionar durante 5 minutos la zona de puncién, posterior al procedimiento.

En el caso de la toma de muestra de hisopado bucal tener cuidado de no provocar

microhemorragias en el epitelio bucal, aplicar presién moderada.

En el caso de bulbo piloso, liberar el bulbo de 1a mayor cantidad de cabello.

e Sila mucosa presenta ulceraciones o algin otro tipo de lesién se recomienda esperar a que
desaparezcan.
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DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo , identificado (a) con DNI ( ),C.E.( ),
Pasaporte () N° , en calidad de Madre (), Padre (), Apoderado/Tutor Legal ( ) del (la)
paciente , con de edad,
identificado con DNI N° , Historia Clinica N° , con el
Diagnéstico

Declaro :

Que el Médico con CMP N° ,y RNE N° me ha

explicado que es conveniente/necesario, debido al diagnéstico de mi familiar, la realizacién de LA TOMA
DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA ESTUDIOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y BIOLOGIA MOLECULAR sobre
los cuales he sido informado(a). Asi mismo he comprendido los beneficios, probables riesgos o
complicaciones del mismo.

Por lo tanto con la informacién completa, oportuna y sin presion; yo, voluntaria y libremente:

Doy mi Consentimiento para la toma de muestras biologicas para estudios de histocompatibilidad
y biologia molecular, su almacenamiento y posterior utilizacién en estudios complementarios y/o
de investigacidn.

San Borja, ....... de .o del 20.......

Firma del Representante Legal Huella Digital Firma del Médico Responsable
Nombre CMP N°
DNI N° RNE N°

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

Yo , identificado (a) con DNI ( ), C.E.( ),
Pasaporte ( ) N° , en calidad de Madre (), Padre (), Apoderado/Tutor Legal ( ) del (la)
paciente , con de edad,
identificado con DNI N° , Historia Clinica N° , de forma libre y
consciente he decidido Revocar el Consentimiento firmado en fecha para la

realizacion de LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA ESTUDIOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y
BIOLOGIA MOLECULAR y asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la salud o la vida de
mi representado.

San Borja, .......d€ .cooiriee del 20.......
Firma del Representante Legal Firma del Médico Responsable
Nombre CMP N°
DNI N° Huella Digital RNE N°
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Anexo N° 02: Ficha Epidemiolégica del Receptor

RECEPTOR

Datos Personales

Fecha:

Nombres y Apellidos:

N° de Historia Clinica:

Edad:

Fecha de Nacimiento:

Género:

Direccion

Grupo Sanguineo:

Estado Civil:

N° de Hermanos

Teléfono (movil /fijo):

N° de Hijos

Vacunas Recibidas:

Datos Clinicos

Motivo de Referencia

Médico Tratante:

Diagnéstico (Detalle)

Casos Familiares

Tiempo de Enfermedad

Enfermedades cursadas:

Tiempo de Tratamiento:

Intervenciones Quirtrgicas

Ultimo Esquema de Tratamiento:

Factores de Riesgo:

Ultima Transfusién (Indique el Tipo)

Otros Datos

Nombre del padre:

Nombre de la madre:

Fecha: Mayo 2019
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Anexo N° 03: Ficha Epidemiolégica del Donante

DONANTE

Datos Personales Fecha:

Nombres y Apellidos: N° de Historia Clinica:
Edad: Fecha de Nacimiento:
Género: Direccién

Grupo Sanguineo: Estado Civil:

N° de Hermanos

Teléfono (movil /fijo):

N° de Hijos

Vacunas Recibidas:

Datos Clinicos

Motivo de Referencia

Médico Tratante:

Grado de Parentesco:

Intervenciones Quirtrgicas:

Enfermedades cursadas:

Medicamentos Ingeridos:

Factores de Riesgo (transfusiones, abortos, tatuajes, etc.):

Otros Datos

Fecha: Mayo 2019
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Anexo N° 04: Reporte del Resultado

NOMBRE]| : SERVICIO

EDAD : HISTORIA CLINICA
DIAGNOSTICO : SIS

MEDICO SOLICITANTE : FECHA DE TOMA DE MUESTRA
MEDICO RESPONSABLE : ANALISTA RESPONSABLE
METODOLOGIA : PCR e Hibridacién con Sondas de Oligonucleétidos de Secuencia Especifica (SSO)
SISTEMA : LABType CWDTyping

TIPO DE MUESTRA :

ESTUDIO FAMILIAR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

NOMBRE LOCUS A LOCUS B LOCUS C LOCUS DRB1 LOCUS DQ

PACIENTE A* B* C* DRB1* DQA1* DQB1*
A* B* C* DRB1* DQA1* DQB1*

POSIBLE DONANTE A* B* C* DRB1* DQA1* DQB1*
A* B* C* DRB1* DQA1* DQB1*

*Se adjunta estudio biomolecular
COMENTARIO:

Atentamente,
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