Ministerio de Salud REPUBLITA CEL PeRy) NG /01/ -2021-DG-INCN

Instituto Nacional '
de Ciencias
Neuroldgicas

*

RESOLUCION DIRECIORAL

Lima, g/de Julic  del2021.

VISTOS:

El Expediente N° 20-011089-002, sobre la aprobacién de la Guia Técnica de
Procedimiento para la Deteccion de SARS-CoV-2 por el método RT-LAMP, que
contiene el INFORME N°284-2020-INCN-DEIDAEADT, MEMORANDON®38-2021-
INCN-DEIDAEADT, MEMORANDO N° 57-2021-INCN-DEIDAEADT, INFORME N° 77-
2021-DEIDAEADT-INCN del Director Ejecutivo de la Direccion Ejecutiva de
Investigacién, Docencia y Atencion Especializada de Apoyo al Diagnostico y
Tratamiento, INFORME N° 020-2020 EP-OEPE/INCN, del Especialista en
Planeamiento y PROVEIDO N° 580-2020-OEPE/INCN, de la Directora Ejecutiva de la
Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, INFORME N° 023-2021-INCN-DIDADL,
del Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en Laboratorio,
INFORME N° 035-2021-UO-OEPE/INCN, INFORME N° 036-2021-UO-OEPE/INCN del
Jefe de la Unidad de Organizacién de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico,
PROVEIDO N° 155-2021-OEPE/INCN, PROVEIDO N° 166-2021-OEPE/INCN de la
Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico y el INFORME
N° 291-2021-OAJ/INCN, de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto
Nacional de Ciencias Neurologicas, y;

CONSIDERANDO:

Que, los numerales |, Il y VI del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de
Salud, disponen que la salud es condicién indispensable del desarrollo humanoy medio
fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo, siendo responsabilidad
del Estado regular, vigilar y promover la proteccién de servicios de salud, cualquiera
sea la persona o institucion que los provea, siendo responsabilidad del Estado promover
las condiciones que garanticen un adecuada cobertura de prestaciones de salud a la
poblacién, en términos socialmente aceptables de seguridad, oportunidad y calidad,;
ademas que es irrenunciable la responsabilidad del Estado en la provision de servicios
de salud publica y que el Estado interviene en la provision de servicios de atencioén
medica con arreglo a principios de equidad;

Que, el articulo 5 del Reglamento de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de
Apoyo, aprobado mediante el Decreto Supremo N° 013-2006-SA. Establece que los
establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo deben contar, en cada area,
unidad o servicio, con manuales de procedimientos, gufas de préactica clinica referidos
a la atencién de los pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad y otros
gue sean necesarios, seglin sea el caso, en tal sentido el inciso s) del articulo 37 del
citado Reglamento, establece que corresponde al Director Médico disponer la
elaboracién del Reglamento Interno de las guias de practica clinica y de los manuales
de procedimientos referidos a la atencién de los pacientes, personal, suministros,
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mantenimiento, seguridad, y otros que sean necesarios. Asimismo, el articulo 57 sefiala
gue es obligacién de los establecimientos de salud contar con doctmentos técnicos
normativos y guias de practica clinicas;

Que, el numeral 5.2 del documento denominado “Normas para la Elaboraciéon de
Documentos Normativos del Ministerio de Salud”, aprobado mediante la Resolucién
Ministerial N° 850-2016/MINSA, define al Documento Normativo del Ministerio de Salud
a todo aquel documento oficial que tiene por objetivo transmitir informacion
estandarizada y aprobada sobre aspectos técnicos, sean estos asistenciales, sanitarios,
y/o administrativos, relacionados al ambito del"Sector Salud, en cumplimiento de sus
objetivos. Estas normas tienen el objetivo de facilitar el adecuado y correcto desarrollo
de funciones procesos, procedimientos y/o actividades en los diferentes niveles y segin
correspondan;

Que, ! numeral 5.4 del dispositivo mencionado en el parrafo precedente, establece
que, dentro de !os documentos Normativos, se encuentra la Guia Técnica, que es la
que regulan procesos y/o procedimientos, considerandose en el numeral 6.1.2 Guia
Tecnica “Es el Documento Normative del Ministerio de Salud, con el que se define por
escrito y de manera detallada el desarrollo de determinados procesos, procedimientos,
metodologias instrucciones o indicaciones que permite al operador seguir un
determinado recorrido, orientandolo al cumplimiento del objeto de un proceso y al
desarrollo de una buena practica;

Que, la NTS N° 117-MINSA/DGSP-V.01, “Norma Técnica de Salud para la Elaboracién
y Uso de Guias de Practica Clinica del Ministerio de Salud”, aprobado mediante
Resolucion Ministerial N® 302-2015/MINSA, tiene como finalidad contribuir a la calidad
y seguridad de las atenciones de salud, respaldadas por Guias de Practica Clinica,
basadas en evidencias cientificas, ofreciendo el méximo beneficio y el minimo riesgo
para los usuarios de las prestaciones en salud. Asi como la optimizacion y
racionalizacion del uso de recursos. Asimismo, el numeral 5.7 sefiala que “Los
establecimientos de salud del segundo y tercer nivel, publicos y privados, estan
obligados a disponer, implementar y aplicar el uso de GPC, referidas a las patologias
de mayor demanda en su perfil epidemiolégico”;

Que, el Instituto Nacional de Ciencias Neuroidgicas es un 6rgano desconcentrado del
Ministerio de Salud-MINSA, que, segun el Reglamento de Organizacién y Funciones,
aprobado por Resolucién Ministerial N° 787-2006/MINSA tiene como visién contribuir a
extender atencién integral altamente especializada a mas peruanos en concordancia
con los lineamientos de politica de salud, en tales condiciones que asegure el pleno
respeto de los derechos ciudadanos;

Que, de los documentos de vistos mediante INFORME N° 77-2021-DEIDAEADT-INCN,
de fecha 20 de abril de 2021, el Director Ejecutivo de la Direccién Ejecutiva de
Investigacion, Docencia y Atencién Especializada de Apoyo al Diagndstico y
Tratamiento, presenta la Guia Técnica de Procedimiento para Deteccién de SARS —
COVZ, por el metodo RT-LAMP, elaborado por el Departamento de Laboratorio Clinico;

Que, con INFORME N° 036-2021-UO-OEPE/INCN, de fecha 22 de abril de 2021, el
Jefe de la Unidad de Organizacion de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico,
emite cpinion favorable sobre la Guia Técnica de Procedimiento para la Deteccién de
Sars-CoV-2 por el método RT-LAMP y con PROVEIDO N° 166-2021-OEPE/INCN, de
fecha 22 de abril de 2021, la Direccién Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, hace
suyo en todos sus extremos el contenido del referido informe, brindado opinién
favorable;

Con la opinion favorable de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica;
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Ministerio de Salud BERUELIEADEL PERD NO /CJ/ -2021-DG-INCN

Instituto Nacional ‘
de Ciencias
Neuroligicas

*

RESOLUCION DIRECTORAL

Lima, ¢/ de ﬁ)éf/fé’-’ del 2021.

Con las Visaciones del Director Ejecutivo de la Direccion Ejecutiva de Investigacion,
Docencia y Atencion Especializada de Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, de la
Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, de la Jefa de
la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas;

De conformidad con el Reglamento de Organizacién y funciones, aprobado mediante
Resolucion Ministerial N°® 787-2006/MINSA, el Texto Unico Ordenado de la Ley N°
27444, Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto Supremo
N° 004-2019-JUS, la Ley N° 26842, Ley General de Salud , el Decreto Supremo N°
013-2006-SA, Reglamento de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de
Apoyo, Resolucion Ministerial N° 850-2016/MINSA “Normas para la Elaboracion de
Documentos Normativos del Ministerio de Salud”, Resolucién Ministerial N°302-
2015/MINSA, NTS N° 117-MINSA/DGSP-V.01, “Norma Técnica de Salud para la
Y| Elaboracion y Uso de Guias de Practica Clinica del Ministerio de Salud”, y demas
normas complementarias y conexas;

SE RESUELVE:

Articulo Primero. - APROBAR la Guia Técnica de Procedimiento para la Deteccién
de SARS-CoV-2 por el método RT-LAMP del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, y que en once (11) folios, forma parte integrante de la presente
Resolucion Directoral.

Articulo Segundo. - ENCARGAR al Departamento de Investigaciéon, Docencia y
Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico en Laboratorio la implementacion,
monitoreo y aplicacién de la Guia Técnica de Procedimiento para la Deteccién de
SARS-CoV-2 por el método RT-LAMP aprobada en el articulo 1 del presente acto
resolutivo, en el ambito de sus competencias.

Articulo Tercero. - DISPONER que la Oficina de Comunicaciones publique la presente
Resolucién Directoral en la pagina web institucional del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, conforme a las normas de la Ley de Transparencia y Acceso a la
Informacién Publica.

F. AQUING P. Registrese, Comuniquese y Cumplase
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“Decenio de la |gualdad de Oportunidades para mujeres y hombres”

“Afio del Bicentenario del Perii: 200 afios de Independencia”™

PRESENTACION

Debido a la alta incidencia y la falta de control de la pandemia por la demora en el diagnostico
de covid-19, la comunidad cientifica ha trabajado sobre un método alternativo, que sea mas
rapido y accesible para diagnosticar y evitar la propagacidn del virus.

El diagndstico de covid-19 se lleva a cabo por la deteccién de SARS-CoV-2 en un hisopado
nasofaringeo mediante la técnica RT-PCR. Esta técnica, si bien es altamente sensible, cuenta
con la limitante del equipamiento necesario para realizar la técnica, los kits para la deteccion y
el tiempo que demora en ser realizada. El tiempo entre la toma de la muestra y la obtencidn del
resultado puede tomar entre 24 y 72 horas, o incluso dias, dependiendo del pais en el que se
realicen los test, los recursos asignados, asi como la saturacion del sistema de salud, en tal
sentido la deteccion de casos positivos de covid-19 ha dificultado el control de la pandemia.

El método LAMP, es un novedoso método de amplificacién de &cido nucleico isotérmico, que
muestra una mayor sensibilidad y especificidad debido a una caracteristica de amplificacion
exponencial que utiliza 6 secuencias objetivo diferentes, identificadas simultaneamente por
distintos “primers” o cebadores en la misma reaccion. Si bien es una técnica ya utilizada
previamente, ha ido mejorando con el paso del tiempo. Los actuales ensayos LAMP gue utilizan
un total de seis cebadores reconocen ocho sitios distintos de la secuencia del objetivo. Este
método permite la deteccién de plantillas o “templates” de ADN y ARN en aproximadamente 1
hora, superando la eficiencia de la técnica RT-PCR que se utiliza preferencialmente para
testear caso de covid-18. Dado que los casos de sospechosos de padecer esta enfermedad es
creciente, los centros hospitalarios y de diagnéstico se ven sobrecargados y muchos pacientes
reguieren ser examinados y tener sus resultados. Esta pérdida de tiempo conlleva a que se
contintie propagando la infeccién. Si bien el costo de reactivos es similar entre LAMP y RT-
PCR, el costo en equipamiento que se requiere para LAMP es menor ya gue no reguiere
termociclador con medida de fluorescencia en tiempo real. La lectura de los resultados de esta
nueva técnica puede darse a simple vista, ya que el reactivo cambia de color rasado (negativo)
a amarillo (positivo) en presencia del virus. Esto faciliia mucho la comprensién de los
resultados, al mismo tiempo que permite que no solamente expertos cientificos en el area de
biologia molecular puedan analizarlos. Estos hechos levantarian una gran barrera, ya que
posibilitaria la aplicacion de puntos de testeo en diversos sitios, favoreciendo al control de la
pandemia.
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO
PARA LA DETECCION DE
SARS - CoV -2 POR EL METODO RT-LAMP

FINALIDAD

La transcripcion reversa acoplada a la amplificacién mediada por lazo (RT-LAMP), permite el
uso del ARN como molde para la deteccion y amplificacion del virus SARS CoV-2 causante de
la enfermedad (covid-19).

Los resultados positivos indican la presencia de ARN de SARS-CoV-2; la correlacion clinica
con los antecedentes del paciente y otra informacion diagnostica es necesaria para determinar
el estado infectado del paciente. Los resultados negativos no descartan la infeccion por el virus
SARS-CoV-2, y no deben utilizarse como Unico criterio para tomar decisiones relacionadas con
el tratamiento de los pacientes. Los resultados negativos deben combinarse con las
observaciones clinicas, los antecedentes del paciente y la informacion epidemicldgica.

OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Ser un centro de referencia a nivel nacional como Instituto especializado que realice sus
propios examenes moleculares.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar pruebas moleculares en el menor plazo posible, sin depender de otras
instancias.
e Tener ala poblacion hospitalaria correctamente atendida.

AMBITO DE APLICACION/ALCANCE

La prueba RT-LAMP para detectar el virus SARS-CoV-2 es una prueba de RT-PCR para la
deteccién cualitativa de acidos nucleicos del virus SARS-CoV-2 en muestras de hisopados
nasofaringeos, hisopados nasales o lavado/aspirado nasal de toda persona con sospecha de
covid-19.

También su uso podria permitir la obtencion de datos estadisticos para estudios
epidemiolégicos y seguimiento continuo de la pandemia.

NOMBRE DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR
¢ PRUEBA RT-LAMP PARA DETECTAR EL VIRUS SARS-COV-2

e Codigo CPT:
o Prueba Molecular PCR 1 87635
o Prueba Rapida Sercldgica : 87635.01

e Debera ser asignado por el area de planeamiento del Instituto

e Tiempo del procedimiento
o Debera ser no mayor a 3 horas desde que se recibe la solicitud de toma de muestra,
siempre gue se cuente con la cantidad de personal solicitado

CONSIDERACIONES GENERALES

Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica enzimatica que permi
amplificacion in vitro (aumento de nimero de copias) de una regién especificada de A
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e RT - LAMP: |la amplificacién isotérmica mediada por bucle (lazo) de transcripcién inversa
es un método de amplificacién de acido nucleico de un paso (una sola temperatura) para
multiplicar secuencias especificas de ARN. Se utiliza para diagnosticar enfermedades
infecciosas causadas por virus ARN,

e B3: primer revers externo.

e BIP: primer revers interno.

e F3: primer forware extemnao.

e FIP: primer revers Loop.

e LF: primer Forware interno.

e EPP: equipo de proteccion personal,

e RT-PCR: Variante de la PCR con una transcriptasa reversa.

e SARS-Cov-2: Coronavirus (2019-nCov).

s COVID - 19: Enfermedad infecciosa por el coronavirus del 2019.

RESPONSABILIDADES / REQUERIMIENTOS BASICOS:

e 1 Médico patdlogo (exclusivo) del Servicio de Biologia molecular (responsable)

e 2 Lic. Tecndlogos Médicos

e 2 técnicos de Laboratorio

o Area de implementacién adecuada minimo de 12 m? para area de proceso y 4 m? para
area de desecho de residuos biocontaminados.

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCEDIMIENTO
6.1. DESCRIPCION DEL TIPO DE ENSAYO O PRUEBA CONSIDERACIONES GENERALES

El RT-LAMP es una prueba in vitro de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) previa
transcripcion inversa para la determinacion cualitativa de acidos nucleicos del virus SARS-
CoV-2. Los cebadores RT-LAMP corresponden a la region codificante de la proteina no
estructural 3 (NSP3) del marco de lectura abierto (ORF) 1Ab.

La prueba RT-LAMP cuenta con el reactivo de LAMP, la polimerasa y 3 pares de primers
para la deteccion de ARN del virus SARS-CoV-2; previamente los acidos nucleicos son
obtenidos con un kit de exiraccién comercial. Esta prueba incluye un control negativo, un
control positivo y un control de extraccion que garantiza las condiciones adecuadas en los
procedimientos para la prueba, ademas de un control NTC que evalla condiciones
adecuadas de nuestra cabina de preparado de primers.

6.2. EQUIPOS, REACTIVOS Y CONSUMIBLES

e Centrifuga para viales de 1,5 ml.
e Bario maria

e Pipetas de transferencia desechables de 1 a2 10 ul; de 20 a 200 ul: de 100 a 1000 ul,
e Cabina de bioseguridad

Medio de transporte viral

Hisopo de microcerdas de nylon o equivalente.

Guantes de nitrilo.

Termoblogue.

Tips desechables para PCR.

Viales de 1,5 ml y 0,2 ml para Biologia molecular.

Kit de extraccion para acidos nucleicos. m Reactivo de LAMP, primers y agua PC
m. Reactivo de LAMP, primers y agua PCR.
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6.3. TIPO DE MUESTRA / CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

El ensayo ha sido validado solo para las muestras de hisopado nasofaringeo. La recogida,
conservacion y transporte correctos de las musstras son fundamentales para el
rendimiento de esta prueba. Las muestras de hisopados nasofaringeos pueden
almacenarse en medio de transporte viral o solucion salina a temperatura ambiente (15 °C
— 30 °C) durante un maximo de 8 horas y refrigerarse (2 °C — 8 °C) durante un maximo de
7 dias antes de realizar la prueba.

“Afio del Bicentenario del Perd: 200 afios de Independencia”

6.4. RECHAZO DE MUESTRAS

s Discordancia entre los datos de la muestra y la solicitud médica.
e Muestras derramadas o con escaso volumen (< 1ml).
e Muestras que no cumplan los criterios de almacenamiento.

VIl. EJECUCION DE ENSAYO

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA / DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO

(PROCEDIMIENTO)

e Limpiar y desinfectar el area de trabajo (el procedimienio se realizara en una cabina de
bioseguridad)

e Prender el bafio maria y llevarlo a 56 °C.

e Asegurarse de tener listo el kit de extraccion con todos los reactivos correctamente llevados
a temperatura ambiente.

e Compruebe que el medio de transporte que contiene la muesira este cerrado (si fue
refrigerado, esperar a que alcance la temperatura ambiente).

= Vortexear el medio de transporte unos 10 segundos. Destapar el medio de transporte de la
muestra.

o Seguir los procedimientos indicados en el inserto del kit de extraccién, para obtener los
acidos nucleicos del virus, dependiendo de la marca algunaos procedimientos pueden variar.

oy Inicio de la prueba:

a) Encender el termoblogue y llevarlo a 65°C.
b) Preparar el Mix de primers LAMP:

Solucién de reserva | Volumen
(elucion 100uM) {ul)
FIP 16.0
BIP 16.0
F3 2.0
B3 2.0
LOOPF 4.0
LOOPB 40
H20 PCR 56.0
Volumen total 100.0
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e Preparacion de la mezcla de reaccioén en un vial de 0,2 mi:

“Ano del Bicentenario del Peru: 200 afos de Independencia”

Volumen para una

REACTIVOS 2
reaccion (ul)
Kit de WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix Typical LAMP 12.5
Mix de primers LAMP 2.5
H20 PCR 5

ARN (usar una cabina diferente a la usada en la preparacién de
Mix de Primers)
Volumen Final 25

5

e Llevar el vial al termobloque, 65°C durante 45 minutos.

e Terminado los 45 minutos de incubacion, sacar los viales del termobloque y modificar la
temperatura hasta 85 °C, para ser incubado por 5 minutos.

e Terminado la incubacion de 5 minutos a 85°C, realizar la lectura.

Vill. INFORME DE RESULTADOS

e Muestra Positiva: color de reaccion AMARILLA.,
Muestra Negativa: color de reaccién ROJA.

e Aquellas muestras que presenten reaccién intermedia (color naranja) tendran que ser
repetidas, si el color naranja persiste se enviara la muestra al Instituto Nacional de Salud.

e El analista registrara el resultado en el FOR-CNSP-610: Registro de RESULTADOS para
LAMP, el registro es revisado por un profesional autorizado por el responsable de
Laboratorio quien deja evidencia de la revision del registro colocando un check en la
columna de resultado final (si hubiera alguna observaciéon se comunica al analista quien
toma las acciones correspondientes).

e Luego, se entrega el registro de resultado al analista para el ingreso en el sistema
informatico Netlab2. Finalmente, el personal autorizado para la revision realiza la validacién
en el sistema Netlab2 dejando evidencia de la accién en la columna niimero del FOR-CNSP-
610: Registro de resultados para LAMP.

IX. INTERPRETACION DE RESULTADOS

e El control NTC: debe presentar un color de reaccidn roja sin coloraciones intermedias.

— e Los controles Positivo: debe presentar un color de reaccion amarilla sin coloraciones
intermedias. Se debe cambiar de control si éste presenta reaccion intermedia. Si se visualiza
una coloracion roja se puede deber a problemas en los reactivos o en el cargado de control.

o El control Negativo: debe presentar un color de reaccion rojo sin coloraciones intermedias.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO:
No aplica.

CONTROL DE CAMBIOS:
No aplica.

LIMITACIONES

La eficacia diagnostica de esta prueba se ha determinado solamente con los tipos de muestra
especificados anteriormente. No se ha evaluado el rendimiento de este ensayo con otros tipos
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XI.

La recogida, transporte o manipulacion incorrecta de la muestra puede dar lugar a resultados
falsos negativos.

Aligual que ocurre con cualquier prueba molecular, las mutaciones en las regiones diana de la
prueba RT-LAMP pueden afectar a la unién de las sondas y cebadores e impedir la deteccion
de la presencia del virus.

VERSION FECHA MOTIVO DEL CAMEIO
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hitps://apps.who.int/iris/handle/10665/331715.

3. Orientaciones de bioseguridad en el laboratorio relacionadas con la COVID-19. Organizacién
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4. Advice on the use of point-of-care immuncdiagnostic tests for COVID-19. Organizacién
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