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Guia de Procedimiento: Extraccion de ARN a partir de muestras de sangre periférica y

médula 6sea.

Estandarizar la guia de procedimiento de extraccion de ARN a partir de sangre y
médula 0sea entre el equipo técnico del Sub unidad de Soporte al Diagnéstico -

Genética.

Estandarizar el procedimiento de extracciéon de ARN a partir de sangre y médula 6sea

entre el equipo técnico del Sub Unidad de Soporte al Diagnéstico-Genética .

- Contribuir a disminuir la incidencia de complicaciones y errores derivados del
procedimiento de Extraccion de ARN a partir sangre periférica y médula 6sea.
- Establecer los requerimientos basicos para obtener un resultado con estandares de

calidad. .

La presente Guia es de aplicacion en la Unidad de Soporte al Diagnéstico y Tratamiento,
especificamente la Sub Unidad de Soporte al Diagnoéstico, Especialidad de Genética del
Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja y hospitales de tercer nivel del
Ministerio de Salud, que cuenten con el recurso humano y equipamiento necesario para

realizar este procedimiento.
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La poblacion objetivo se extiende a todos aquellos pacientes que requieran que sus

muestras de sangre periférica sean procesadas para extraer ARN.

Nombre del Procedimiento Codigo CPMS

Extracciéon de ARN en sangre periférica y médula 6sea 83891.03

El procedimiento de extraccién de ARN comprende el lisado de las células sanguineas y
la homogenizaciéon de la muestra para liberar el ARN, recuperaciéon del ARN por
separacion de fases utilizando Trizol y cloroformo, precipitacion con isopropanol,

lavados en alcohol, y re suspensidn en agua libre de nucleasas.

Se asegurara que los equipos e instrumentos funcionen correctamente, y los reactivos
se encuentren estériles y dentro de la fecha de vigencia.

Las normas de bioseguridad se aplicaran durante todo el proceso.

No aplica.

No aplica.

e ARN: Acido ribonucleico.

e Trizol: Soluciéon monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina utilizado para
aislar ARN de alta calidad. La solucién Trizol compuesta por los siguientes
principios activos: Fenol (el cual es muy toxico y volatil), hidroxiquinoleina

(inhibidor de ARNasas), tiocianato de amonio, tiocianato de guanidina y glicerol.
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c. Requerimientos basicos

1. Equipos Biomédicos

Cabina de bioseguridad.
Microcentrifuga refrigerada.
Centrifuga de tubos de 15 mL.
Vortex.

Refrigeradora.

Congeladora -20°C.

2. Materiales Médicos no Fungibles

Micro pipeta de 20-200 pL.
Micro pipeta de 100-1000 pL.
Rack para tubos de 2 y 15 mL.

3. Materiales Médicos Fungibles

Guantes de Nitrilo.

Mandil de laboratorio.

Mascarillas.

Tubos de 1.5y 15 mL.

Puntas con filtro para micro pipetas de 200 y 1000 pL.
Pipeta de transferencia (Pasteur).

Tubo con EDTA de 3 mL.

Envase de descarte de material bio-contaminado.

4. Reactivos de Laboratorio

Buffer de lisis de globulos rojos.
Trizol.

Cloroformo.

Alcohol Absoluto.

Isopropanol.

Agua de PCR.

insAgy)
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VIIL. Consideraciones Especificas

a.

Descripcion detallada del Procedimiento:

1. Recepcion de la Muestra

Se requiere por lo menos 3 mL de la muestra, la cual es colectada en un tubo con
anticoagulante EDTA

Recepcidn de la muestra y orden médica correspondiente.

Verificar la informacién y evaluar la muestra.

Colocar el codigo de laboratorio que le corresponde al tubo de muestra y a la
orden médica.

Conservar la muestra a 4 °C, con un tiempo maximo de 48 h

Extraccion de ARN (Ver Anexo 1)

Limpiar la cabina de bioseguridad con alcohol al 96%.

Prender la luz UV de la cabina por un lapso de 15 minutos.

Rotular el tubo de 15 mL con el cddigo de la muestra a trabajar.

En un tubo de 15 mL agregar 9mL de buffer de lisis de glébulos rojos y 3mL de la
muestra.

Homogenizar con la ayuda del vortex e incubar por 15 minutos a 4°C.

Centrifugar a 2,200 rpm por 12 min a temperatura ambiente.

Remover el sobrenadante.

Adicionar 3 mL de buffer de lisis al precipitado, homogenizar e incubar por 5
minutos a 4°C.

Centrifugar a 2,200 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

Remover el sobrenadante.

Adicionar 1 mL de Trizol y transferir con una pipeta Pasteur previa
homogenizacion de la mezcla, a un tubo de 1.5 mL rotulado.

Incubar a - 20°C hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente, colocar la muestra a temperatura ambiente hasta su
descongelamiento.

Adicionar 0.4 mL de cloroformo, y homogenizar en el vortex por 15 segundos e
incubar por 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se van a observar 3 fases. Transferir

la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo de 1.5 mL rotulado.
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Adicionar 0.65 mL de isopropanol e incubar por 2 horas a -20°C. En caso el pellet
celular sea muy escaso incubar a -20°C toda la noche.

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min a 4°C.

Remover el sobrenadante.

Anadir 1 mL de etanol al 70% y homogenizar en el vortex algunos segundos.
Centrifugar a 10,000 rpm por 8 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante.

Secar el pellet por 10 minutos y re suspender en 50 pL de agua libre de
nucleasas.

Homogenizar por pipeteo y almacenar a -20°C hasta su posterior uso para la

cuantificacién.

3. Cuantificacion de ARN

El procedimiento se lleva a cabo de acuerdo con protocolo del Kkit.

Brevemente, preparar la solucion de trabajo en un tubo de 1.5 mlL, el volumen
necesario de buffer es 199 pl x (2+N) y el volumen necesario del fluoréforo es 1
ul x (2+N); donde “N” es el nimero de muestras.

Homogenizar y afiadir 190 ul de soluciéon de trabajo a 2 tubos de 0.5 mL y
adicionar 10 pL de estandar a cada tubo.

De igual forma afiadir 199 pL de solucién de trabajo a N tubos de 0.5 mL y
adicionar 1 pL de muestra.

Homogenizar suavemente e incubar por 2 min.

Llevar los tubos al cuantificador y seleccionar la funcién respectiva del ensayo.
Colocar los tubos estandar y luego los tubos de muestra.

Seleccionar la funcién para determinar la concentracion.

Seleccionar 1 pL como volumen de inicio.

Anotar el valor de la concentracion del ARN purificado de la muestra.

La concentracion se expresa en ng/pL.

4. Emision y validacion de resultado de extraccion de ARN

Se emitira el resultado de cuantificaciéon y calidad del ARN en un documento que

sera validado por un médico genetista segin formato adjunto en Anexo 2.
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e Estudio molecular que impliquen la expresién de genes debido a alteraciones

gendmicas somaticas a partir de ARN.

e Pacientes que pertenecen a un protocolo de investigaciéon aprobado por la

Institucion.

e (asos especiales colaborativos donde se requiera extraccion de ARN para pruebas

diagnésticas.

e Derrame del material biolégico sobre las areas de trabajo.

e Derrame de los reactivos sobre las areas de trabajo.

Entrar en contacto directo con material bioldgico o reactivo, para lo cual se debe actuar

de acuerdo con las normas de bioseguridad.

No aplica.

e Las muestras deben contener aproximadamente 3.0 mL o mas, de sangre periférica

o médula 6sea, y colectadas en un tubo con EDTA en condiciones estériles.

e Las muestras no deben tener codgulos, codgulos microscopicos o estar hemolizada.

e La muestra debe procesarse inmediatamente llegada al laboratorio, si en caso esto

no fuera posible, guardar la muestra a 4 °C, con un tiempo maximo de 48h.
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IX. Autores, Fecha y Lugar
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Anexo 1

Flujograma de Extraccion de ARN

Preparacion de la muestra

-

Lisis de glébulos Rojos

-

Lisis Celular

Extraccién y Precipitacidon

del ARN

)

Lavado

@

Elucién del ARN

@

Cuantificacion del ARN
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Anexo 2

DATOS DEL PACIENTE
Namitre:
Edad:

Sema:

Fechade recepcian de la muestra:

Madica Solicitante:

SERVICIO DE GEMETICA
INFORME DEL AMALISIS DE GEMETICA MOLECULAR

F Cidign:

13 afics Historia Chinica:

M Procedencia:
a3,m01,2019 Fecha del reparte:
Br. Mendaza Saufi

GM-15-003

HOSP ESPEC
PEDIA
07,/01/2019

CARACTERISTICAS DEL EXAMEN GEMETICO

Tipo de= muestra:

MEDULA SSEA

L= musstra remitids fue sometida = une soRCON MOnoREsica de fenal y tiodeneto de puaniding pars faciliter

Metodologia:®

i extraccdn del ARN |Sdda ribanuceical. £

=imao=nada & -20FC HasTa SuU Usa pasteriar.

AEN =5 resuspendido en =gum grado biologis moleoulEr g

RESULTADO:

EXTRACCION ARN:

CUANTIFICACION:

3|

ACEPTAELE

150— 165 ngfpl

OBSERVACION:

Se recibid un tubo de EDTA con 3ml de sangre periférica.

Analizada por:

Bizlogo Molecular
CEP

Validada por:

INSIDIRG MACKCMAL D4 ASUD DA MU TAM BCRLLA
SIRACID D SERimCA

RUBRICA

rs

:u:m-_

= funml. Ssochem.  19E7. 1SII1SE5E.
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