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VISTOS:

El Expediente N° 20-000805-001 sobre aprobacién de la Guia Técnica de Procedimientos: Evaluacién de Suero y
Liquido Cefalorraquideo (LCR) para el Diagnéstico de Cisticercosis, Hidatidosis mediante técnica de Western Blot,
conteniendo el Informe N° 003-2020 INCN-UCC del Médico Investigador del Laboratorio de Cisticercosis, el Informe
N° 023-2020-INCN-NP del Jefe del Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnostico en
Neuropatologia, el Proveido N° 004-2020-INCN-DEIDAEADT del Director Ejecutivo de la Direccion Ejecutiva de
Investigacion, Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, el Informe N° 024-2020-
INCN-DEIDAEADT del Director Ejecutivo de la Direccién Ejecutiva de Investigacion, Docencia y Atencion
Especializada en Apoyo al Diagnostico y Tratamiento, el Informe N° 020-2020-UO-OEPE/INCN de la Unidad de
Organizacion de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, el Proveido N° 100-2020-OEPE/INCN de la
Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico y el Informe N° 230-2020-OAJ/INCN de la
Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo | y el articulo 1l del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de Salud, prescribe que la salud
es condicion indispensable del desarrollo humano y medio fundamental para alcanzar el bienestar individual y
colectivo, siendo que la proteccion de la salud es de interés publico y por tanto es responsabilidad del Estado
regularla, vigilarla y promoverla;

Que, el segundo parrafo del articulo 5° del Reglamento de Establecimientos de Salud y 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, guias de préctica clinica
referidos a la atencion de los pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad, y otros que sean
necesarios, segun sea el caso;

Que, el inciso s) del articulo 37° del acotado Reglamento, establece que al Director Médico le corresponde disponer
la elaboracion del reglamento interno, de las guias de practica clinica y de los manuales de procedimientos

dispuestos en el articulo 5° del presente Reglamento;

Que, la Ley N° 27658, Ley Marco de Modemizacion de la Gestion del Estado, en su articulo 1° declara al Estado en
proceso de modernizacion en sus diferentes instancias, dependencias, entidades, organizaciones y procedimientos,
con la finalidad de mejorar la gestion publica y construir un Estado democrético, descentralizado y al servicio del
ciudadano; _

Que, laNTS N° 117-MINSA/DGSP-V.01 “Norma Técnica de Salud para la Elaboracion y Uso de las Guias de Practica

%\ ¢\Clinica del Ministerio de Salud”, aprobado por Resolucion Ministerial N° 302-2015/MINSA, dispone en su numeral




salud, con énfasis en la eficiencia, efectividad y seguridad; a través de la formulacion de Guias de Practica Clinicas
que respondan a las prioridades nacionales, regionales y/o local;

Que, mediante Resolucion Ministerial N° 850-2016/MINSA se aprobd las "Normas para la Elaboracion de
Documentos Normativos del Ministerio de Salud" que permiten estandarizar los elementos conceptuales,
estructurales y metodologicos mas relevantes en el ciclo de produccion normativa del Ministerio de Salud asi como
brindar a las Instancias reguladoras de Ministerio de Salud una herramienta que facilite el desarrollo de sus funciones
normativas;

Que, el numeral 6.1.4. de las referidas normas, consideran documentos Técnicos aquellos que abordan aspectos
como “Doctrinas”, “Lineamiento de Politicas”, “Sistemas de Gestion de la Calidad", "Planes" (de diversa naturaleza);

Que, el literal h) del articulo 10° del Reglamento de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, aprobado por Resolucion Ministerial N°® 787-2006/MINSA, establece que la Direccién General, tiene
asignada entre sus objetivos funcionales, lograr la mejora continua de procesos organizacionales en el Instituto
Nacional enfocado en los objetivos de los usuarios y conducir las actividades de implementacion y/o mejoramiento
continuo del modelo organizacional;

Que, el literal a) del Articulo 43° del citado Reglamento, sefiala como objetivos funcionales del Departamento de
Investigacion, Docencia y Atencién Especializada en Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia, investigar e innovar
permanentemente las tecnologias en los procedimientos diagnésticos de la especialidad, ocasionados por las
diferentes etiologias de las enfermedades neurologicas;

Que, la atencién en salud requiere de una serie de procedimientos clinicos que sustenten en criterios médicos
cientificos, determinacion de diagnésticos y de fratamiento, por lo cual es necesario estandarizar dichos
procedimientos con la finalidad de contribuir con la calidad y seguridad de las atenciones de salud, ofreciendo el
maximo beneficio y el minimo riesgo para los usuarios de las prestaciones de salud en la entidad;

Que, en consecuencia, mediante Informe N° 024-2020-INCN-DEIDAEADT, el Director Ejecutivo de la Direccion
Ejecutiva de Investigacion, Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al Diagnostico y Tratamiento hace suyo en
todos sus extremos el Informe N® 023-2020-INCN-NP del Jefe del Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo
al Diagndstico en Neuropatologia, remite a la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico
el proyecto de la Guia Técnica de Procedimientos: Evaluacion de Suero y Liquido Cefalorraquideo (LCR) para el
R. FERNANDEZ Diagnostico de Cisticercosis, Hidatidosis mediante técnica de Western Blot, elaborada por el Laboratorio de
Cisticercosis;

.r.i.  Que,laGuia Técnica de Procedimientos: Evaluacion de Suero y Liquido Cefalorraquideo (LCR) para el Diagndstico

\=. de Cisticercosis, Hidatidosis mediante técnica de Western Blot, tiene como objetivo general establecer una guia
<! técnica de procedimientos para la evaluacion de muestra de Suero y Liquido cefalorraquideo (LCR) para el
['| diagnéstico de Cisticercosis e Hidatidosis mediante la técnica de Western Blot;

Que, en ese contexto, mediante Informe N° 020-2020-UO-OEPE/INCN, la Unidad de Organizacion de la Oficina
Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, emite opinion técnica favorable respecto a la Guia Técnica de
=, Procedimientos: Evaluacion de Suero y Liquido Cefalorraquideo (LCR) para el Diagnostico de Cisticercosis,
«Hidatidosis mediante técnica de Western Blot; ratificado por la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de
" Rlaneamiento Estratégico, mediante Proveido N° 100-2020-OEPE/INCN;

ki ue, la Guia Técnica de Procedimientos: Evaluacion de Suero y Liquido Cefalorraquideo (LCR) para el Diagndstico

Lo de Cisticercosis, Hidatidosis mediante técnica de Western Blot, cumple con observar la normatividad legal vigente,

G. VARGAS por lo que resulta pertinente proceder a su aprobacién con la resolucién correspondiente, para su desarrolio en el
ambito Institucional;

Que, estando a lo informado y con la opinién favorable de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica;
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Con las visaciones de la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, del Director
Ejecutivo de la Direccion Ejecutiva de Investigacion, Docencia y Atencién Especializada en Apoyo al Diagnostico y
Tratamiento y de la Jefa de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas;

De conformidad con lo dispuesto por el Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento
Administrativo General, aprobado por Decreto Supremo N°® 004-2019-JUS, Ley N° 26842, Ley General de Salud,
el Reglamento de Establecimientos de Salud y Médicos de Apoyo, aprobado por Decreto Supremo N° 013-2006-SA,
la NTS N° 117-MINSA/DGSP-V.01 “Norma Técnica de Salud para la Elaboracién y Uso de las Guias de Préctica
Clinica del Ministerio de Salud”, aprobado por Resolucién Ministerial N° 302-2015/MINSA, la Resolucién Ministerial
N° 414-2015/MINSA, que aprobo el Documento Técnico: “Metodologia para la Elaboracién de Guias de Practica
Clinica”, la Resolucion Ministerial N° 850-2016/MINSA que aprobd las "Normas para la Elaboracion de Documentos
Normativos del Ministerio de Salud" y la Resolucion Ministerial N° 787-2006/MINSA, que aprueba el Reglamento de
Organizacién y Funciones del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- APROBAR la Guia Técnica de Procedimientos: Evaluacion de Suero y Liguido Cefalorraquideo (LCR)
para el Diagnostico de Cisticercosis, Hidatidosis mediante técnica de Western Blot del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, que en veintiocho (28) folios, forma parte de la presente resolucion.

Articulo 2°.- ENCARGAR al Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia,
Laboratorio de Cisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas, como responsable de la difusion,
monitoreo, implementacion, aplicacion y supervision de la presente Guia, en el &mbito de su competencia.

Articulo 3°.- ENCARGAR a la Oficina de Comunicaciones la publicacion de la presente Resolucion Directoral, en el
portal de la pagina web del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas.

Registrese y Comuniquese,

Mi . 8
Instituto lantlas Neurcldgicas
|

......................................

Med. Cir| Esp. RAFAEL JOSE SUAREZ REYES
Diregtor del instituto Especializado(e)

RJSR/RFT

q&‘?‘saciones y copias:
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PRESENTACION

En nuestro pais, algunas de las zoonosis parasitarias mas importantes son la cisticercosis,
Hidatidosis siendo la primera una parasitosis humana mas frecuente del sistema nervioso central
y es causada por las larvas del cestodo Tenia solium y la Hidatidosis causada por Echinococcus
granulosus, es la especie de mayor importancia desde el punto de vista de salud publica y se
basa en la deteccién de anticuerpos circulantes. Las tasas de prevalencia son altas comparadas
con otros paises. La sospecha clinica y epidemiolégica es importante pero el diagnéstico se
realiza primariamente por imagenes y se confirma con serologia.

Dentro del diagnéstico clinico de rutina, el procesamiento de la muestra en caso del suero,
liquido cefalorraquideo (LCR) es un procedimiento de mucho cuidado ya que necesita adecuada
preparacion y atencion a ciertos requisitos de manipulacién para la confiabilidad del resultado.

El Instituto Nacional de Ciencias Neurol6gicas (INCN) en cumplimiento a la Resolucion Ministerial
N°® 850-2016/MINSA, aprueba el documento denominado “Normas para la Elaboracion de
Documentos del Ministerio de Salud”, con lo cual se constituye la siguiente Guia Técnica de
Procedimiento del Laboratorio de Cisticercosis.

Por lo tanto en el Laboratorio de Cisticercosis, ha elaborado y estandarizado una “Guia técnica
de procedimientos para la evaluacion de las muestras de suero, liquido cefalorraquideo (LCR)
para el diagnéstico de Cisticercosis e Hidatidosis mediante el uso de la técnica de Western Blot
(WB)" dicho manual de procedimientos constituye una guia para la correcta aplicacion de las
normas y procedimientos de diagnéstico serolégico establecidos en las unidades orgénicas
siendo el Jefe del Laboratorio Cisticercosis el encargado del cumplimiento de los procedimientos
mencionados.

F.Aummop

’{E SALUD
Institute Macional de Giencigs Neurclogicas
Dr, Héctor H. Garcia Lescano
RS CMP 22930
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. GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTOS
EVALUACION DE SUERO Y LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR)

PARA EL DIAGNOSTICO DE CISTICERCOSIS, HIDATIDOSIS
MEDIANTE TECNICA DE WESTERN BLOT

L. FINALIDAD

La presente guia se ha elaborado con el propésito de precisar y facilitar el cumplimiento
secuencial de la técnica del Western Blot que sirva como herramienta en el diagnéstico
de Cisticercosis e Hidatidosis.

Su contenido pretende que el Instituto cuente con un instrumento formal que muestre los
meétodos de trabajo o forma de realizar una actividad o tarea.

Sirve de instrumento de apoyo técnico administrativo en el funcionamiento institucional,
contribuyendo a la implementacioén del sistema de gestion de la calidad en salud y sus
actividades dirigidas a la mejora continua de los procesos a través de la aplicacion de
técnicas y herramientas para la gestion de la calidad.

Se pretende mejorar la calidad de los servicios y de procesos a través de la aplicacion
de dicha técnica como una herramientas para el diagnéstico de dichas enfermedades
mediante la atencidén a los usuarios nuevos de la Institucion.

Integrar el conocimiento y promover la optimizacién de los recursos para buscar mejoras
en el diagnéstico, tratamiento y seguimiento de los pacientes con neurocisticercosis e
hidatidosis.

Il OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer una guia técnica de procedimientos para la evaluacién de muestras de
suero y liquido cefalorraquideo (LCR) para el diagnéstico de cisticercosis e hidatidosis
mediante la técnica de Western Blot.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Establecer las pautas y pasos detallados para la elaboracién de los diferentes
procedimientos que se desarrolla en el laboratorio tanto para el diagnéstico de F.AQuiNg p
Cisticercosis como Hidatidosis mediante la técnica de Western Blot.
» Seguir promoviendo la implementacién para la mejora continua de la calidad en
salud y servicios médicos de apoyo.

AMBITO DE APLICACION

o La presente Guia Técnica de Procedimiento, puede ser aplicado en los laboratorios
de establecimientos de salud que cuenten con personal calificado, instalaciones,
equipos y materiales idéneos para llevar a cabo el diagnéstico serolégico de

Western Blot en muestras de suero y LCR. MiNit E SA4L
Instituto flacional ¢e Ciencias Neuicd
Dr. Heéctor H. Garcia Lest

CMP 22930
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e Dicha guia fue estandarizada en el laboratorio para la aplicacion en el diagnéstico
de estas zoonosis (Diagnostico de Cisticercosis e Hidatidosis), considerando que la
demostracion directa del parasito no siempre es posible por las caracteristicas de
estas infecciones.

V. NOMBRE DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

» |dentificar con precision el proceso o procedimiento a estandarizar.
o Prueba de Western Blot para Cisticercosis.
o Prueba de Western Blot para Hidatidosis.

e [dentificar el Cédigo CPMS
o Prueba de Western Blot para Cisticercosis CPMS - 86690
o Prueba de Western Blot para Hidatidosis CPMS - 86691

V. CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS:

e Anticuerpo: Es una proteina producida por el sistema inmunoldgico para
identificar y neutralizar elementos extrafios, tales como bacterias, virus o
parasitos. Cada tipo de anticuerpo es Unico y defiende al cuerpo de un tipo de
antigeno especifico.

e Antigeno: Es cualquier sustancia que provoca que el sistema inmunoldgico
produzca anticuerpos contra si mismo.

e Muestra: Fluido problema, puede ser para este caso suero o liquido
cefalorraquideo.

e Western Blot: Llamado también inmunoblot es una técnica analitica usada para
detectar proteinas especificas en una muestra determinada, mediante la
Electroforesis y transferencia.

e Electroforesis: La electroforesis consiste en someter a un campo eléctrico una
mezcla de proteinas cargadas negativamente las cuales migran a través de
una matriz (gel de poliacrilamida), cuya densidad determinara la distribucion final
de éstas en base a su masa.

e Transferencia: Proceso que permite el paso de proteinas desde el gel hacia otro
soporte (membrana de nitrocelulosa). Esto permite inmovilizar y conservar las
proteinas por mas tiempo y desarrollar sobre éste las pruebas de
inmunodeteccion.

F. IUiN. P

e Inmunodeteccion: Proceso de enfrentamiento de las proteinas fijas en la
membrana de nitrocelulosa, con fluidos que puedan contener anticuerpos, como
suero o liquido cefalorraquideo.

e Resultado: Consiste en visualizar las tiras de nitrocelulosa con la presencia o
ausencia de bandas reactivas, con el reconocimiento de uno o mas péptidos

antigénicos presenies para cada una de las enfermedades en las muestras 1L BARIGDE S
prOb]ema. inc/2ite Naclonal de ‘iencia}s Ne
D:. Hector H. GarciaL
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Dilucién: Mezcla de una sustancia con una o mas partes de otra (diluyente) que
no altera las caracteristicas de la primera y reduce su concentracion.

Cisticerco: Forma larvaria (metacéstodo) en la familia Taeniidae constituido por
una vesicula llena de liquido que contiene un solo escolex invaginado DAB: 3,3'
diaminobenzidine.

Quiste hidatidico: Estado larval de la tenia del género Echinococcus que
consiste en una vesicula grande que posee una membrana germinal interna
desde la cual los escolex y los quiste hijos avanzan para proyectarse en la
vesicula.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida y sulfato dodecil de sodio.

5.2. CONCEPTOS BASICOS

Zoonosis: enfermedad de animales transmisibles a los seres humanos.

Proceso: Es el conjunto de etapas sucesivas de una operacién (administrativa,
asistencial, etc.) que genera un resultado que agrega valor globalmente.

Acciones de Mejora: Conjunto de actividades preventivas, correctivas y de
innovacion en los procesos de la organizacion para la mejora continua.

Calidad de la Atencion: Conjunto de actividades que realizan los
establecimientos de salud y los servicios médicos de apoyo en el proceso de
atencion, desde el punto de vista técnico y humano, para alcanzar los efectos
deseados tanto por los proveedores como por los usuarios, en términos de
seguridad, eficacia, eficiencia y satisfaccién del usuario.

Oportunidad de Mejora: Es el proceso de atencién al usuario externo mediante
el analisis de la informacion generada por una herramienta y que es factible de
mejorarse.

Fiabilidad: Capacidad para cumplir exitosamente con el servicio ofrecido.

Usuario Externo: Persona que acude a un establecimiento de salud para recibir
una atencién de salud de manera continua y con calidad, en el contexto de familia
y comunidad.

Establecimiento de Salud: Entiéndase por establecimientos de salud aquellos
que realizan, en régimen ambulatorio o de internamiento, atenciones de salud
con fines de prevencién, promocion, diagnéstico, tratamiento y rehabilitacion
dirigidas a mantener o restablecer el estado de salud de las personas.

5.3. REQUERIMIENTOS BASICOS

e Recurso Humano: Para la aplicacién se cuenta con personal médico, técnico y
operativo que son responsables de seguir las especificaciones técnicas y
aplicaciones de los procedimientos especificos indicados.

e Herramienta informatica: Se cuenta con personal para el registro, anélisis y
reporte de resultados.
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e Infraestructura: Actualmente el laboratorio cuenta con un ambiente habilitado
especialmente para funcionar como tal con un ambiente de recepcion, para toma
de muestra y un laboratorio de 35 m2 para el manejo de la técnica.

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Paso 1 :Atencion al paciente.
Paso 2 :Toma de muestra.
Paso 3 : Ejecutar (desarrollo de la técnica).

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCESAMIENTO (PASO
1,2, 3)

Todos estos procedimientos detallados a continuacion constituyen la técnica de Western
Blot, que es realizado en el Laboratorio de Cisticercosis del INCN, Lima, para el
diagndstico seroldgico de cisticercosis e Hidatidosis Este método permite observar la
reaccion de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes frente al antigeno de
T. solium o al antigeno de E. granulosus.

e Atencién de pacientes (Paso 1)
e Toma de muestra. (Paso 2)
e Técnica de Western Blot.  (Paso 3)

o Electroforesis.

o Transferencia.

o Immunodeteccion.

o Resultados.

7.1. ATENCION DE PACIENTES (Paso 1)
7.1.1. Introduccién

Dentro del diagnéstico clinico de rutina o dentro de cualquier estudio, la
atencion a los pacientes es uno de los procesos claves. El paciente debe
sentirse satisfecho de la atencion brindada en el Laboratorio de Cisticercosis
del INCN, Lima.

7.1.2. Objetivo

Los Procedimientos Operacionales Estandares aqui descritos describen la
atencion y recepcién brindada por el Laboratorio de Cisticercosis.

7.1.3. Materiales y Equipos

e Computadoras.

e Monitores.

e Impresora.

e Papel bond A4.

e Lapiceros.

e Archivadores de palanca tamafio oficio.

¢ Archivadores de palanca lomo ancho A4.

e Etiquetas poliéster.

e Estabilizadores. N

e Porta lapiceros. it _;uac;f,;;, delCincias Neuroiogicas

e Cuadernos A4, . Fector M. Garcia Lescang
e Cartucho color negro. CMm P 22930
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Chinches metalicos.
Cinta magica scotch.
Clip mariposa gigante.
Perforador.

7.1.4. Procedimiento

1.

Control y extraccion de data

1.1. El control y la extraccién de informacién de datos de los pacientes ha
sido delegado al personal técnico de sistema, bajo entrenamiento.

1.2. Recepcién de orden de examen.

Se recepciona orden de Western Blot para Cisticercosis o Hidatidosis
proveniente de consulta externa SIS o por referencia SIS (con FUA vy
debidamente sellados).

Registra y emite orden de trabajo de laboratorio:

3.1. Los datos de la orden de examen de laboratorio y del paciente se
registran en el sistema informatico respectivo.

3.2. Una vez registrados los datos en el sistema se emite la orden de
trabajo de laboratorio.

Registro de resultados de Western Blot para Cisticercosis e Hidatidosis en

sistema.

4.1. Los resultados del examen realizado es registrado en el sistema
informatico. En caso de pacientes por referencias SIS se llena el
formato FUA.

Impresién resultados de Western Blot para Cisticercosis e Hidatidosis una

vez realizado el registro, los resultados son impresos.

5.1. Elaboracion del reporte mensual del SIS. Al culminar el mes se extrae
la informacién de cada paciente ingresado y se elabora el reporte
mensual del SIS para ser entregado a los responsables de cada
servicio para su tramite respectivo.

7.2. TOMA DE MUESTRA (Paso 2)
7.2.1. Introduccién
Dentro del diagnéstico clinico de rutina o dentro de cualquier estudio, la toma
de muestras de sangre o LCR es uno de los procesos claves. La colecta o toma

de sangre es un procedimiento potencialmente peligroso que necesita

adecuada preparacion y atencion a ciertos requisitos de seguridad. Las
muestras de sangre son tomadas en el Laboratorio de Cisticercosis del INCN,
Lima y lo que respecta a la toma de muestra de LCR, esto es realizado por el
médico autorizado de acuerdo a su criterio de evaluacion.

7.2.2. Objetivo

Los Procedimientos Operacionales Estandares aqui descritos describen el

R, FERNANDE?

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTOS ~ EVALUACION DE SUERO Y LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR) PARA EL
DIAGNOSTICO DE CISTICERCOSIS, HIDATIDOSIS MEDIANTE TECNICA DE WESTERN BLOT

proceso de toma de muestra de sangre bajo diferentes técnicas y su
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7.2.3. Materiales y Equipos
e Tubos para extraccién de sangre al vacio.
e Agujas para extraccion de sangre al vacio.
e Adaptador para agujas de toma de muestra al vacio.
e Viales para almacenaje de muestras.
e |lancetas estériles.

e Papel filtro.
e Buffer de dilucién (ver protocolo Fingerprick).
e Guantes.

» Torundas de algodén.

e Alcohol yodado.

e Ligadura para torniquete.

e Esparadrapo.

e Gradillas para muestras.

e Contenedor de desechos con bioseguridad.

e Contenedor de agujas.

¢ Etliquetas impresas con codigo numérico y codigo de barras.
e Orden de laboratorio (generada por el médico).

e Registro escrito de los datos del paciente.

o Silla con brazos para venopuncion.

e Centrifuga con rotor para tubos que alcance hasta 5000 rpm.
e Sonicador de lavado.

7.2.4. Procedimiento
1. Obtencién de Consentimiento Informado:
1.1. El procedimiento de obtencion de consentimiento informado ha sido
delegado al personal técnico encargado de la toma de muestra, bajo
entrenamiento y supervision del Jefe del Laboratorio de Cisticercosis

y del responsable de ética.

Entrega del consentimiento informado y explicacion al paciente y/o

familiares del(os) objetivo(s) del estudio, las condiciones descritas en

dicho consentimiento, las caracteristicas del procedimiento a realizar,
los riesgos que implica la toma de muestra y la cualidad de la
aceptacion del consentimiento informado de ser libre y voluntaria.

1.3. Resolver cualquier duda formulada por el paciente sin ninguna
premura de tiempo, si fuera necesario recurrir al investigador principal
o al responsable de ética.

1.4. Archivar los consentimientos informados en forma segura y ordenada
segun fecha de obtencién.

1.5. Enlos casos en que la toma de muestra corresponde a pacientes con
orden de su médico tratante para apoyo al diagnéstico y no como
parte de un estudio, si el paciente decide no firmar el consentimiento
informado, la muestra deber ser obtenida, procesada y archivada
segun conforme los procedimientos estandares, pero no debe ser
usada como parte de ningtn estudio o publicacién.

1.6. En el caso de pacientes que si pertenecen a un estudio, entonces se
tomara la muestra siempre y cuando el paciente haya aceptado
participar del estudio y haya firmado el consentimiento informado
respectivo.

1.2

Instituto‘Nacional de Ciencias Neurologi
Dr. Héctor H. Garcia Lescai
CMP 22930

R. FERNANDEZ

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTOS — EVALUACION DE SUERQ Y LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR) PARA EL
DIAGNOSTICO DE CISTICERCOSIS, HIDATIDOSIS MEDIANTE TECNICA DE WESTERN BLOT



2. Flebotomia o venopuncién
2.1. La persona responsable de la toma de muestra verificara la existencia
de todos los insumos necesarios: tubos, agujas, guantes, alcohol
yodado, torundas, ligadura, etc.
2.2. Esta persona se lavara las manos cuidadosamente y se colocara los
guantes.
2.3. Colocar el identificador de la muestra en el tubo de extraccion a ser
usado, de preferencia tanto el cédigo de la muestra como el nombre
y primer apellido del paciente y la fecha de toma.
2.4. Palpar y ubicar la vena en el brazo del paciente, de preferencia en la
fosa cubital y en el brazo que menos utiliza el paciente.

Limpiar cuidadosamente el area a ser punzada usando una torunda

de alcohol humedecida con alcohol yodado.

2.6. Esperar a que el alcohol se evapore.

2.7. Colocar laligadura para torniquete en el brazo 5 a 8 centimetros antes

del lugar de la puncion haciendo presién para conseguir una mayor

exposicion de la vena y su mejor visualizacion. El nudo del torniquete
debe de ser facil de desatar.

Ensamblar el equipo de toma de muestra enroscando el adaptador a

la aguja (verificar que el sello de seguridad esté integro).

2.9. Introducir la aguja en un angulo aproximado de 30° con respecto a la
vena, cuidando que el corte en bisel sea,observado por el operador
(bisel hacia arriba).

2.10. Introducir el tubo dentro del adaptador presionando de tal forma que
la parte posterior de la aguja penetre la tapa del tubo, evitando mover
la aguja.

2.11. Verificar el llenado del tubo hasta la medida adecuada.

2.12. Retirar el tubo y colocarlo en la gradilla.

2.13. Si es necesario repetir el procedimiento con otros tubos, porque asi
lo indica el estudio, entonces se debera remitir al Manual de
procedimientos del estudio respectivo, el cual debe haber sido
entregado y explicado al personal responsable de la toma de
muestras con anterioridad.

2.14. Si alguno de los tubos tiene algin aditivo tipo anticoagulante, agitar
lentamente el tubo, volteandolo 180° por 6 6 7 veces.

2.15. Retirar el equipo de venopuncién, presionando inmediatamente el
area de punzado por unos segundos con una torunda de algoddn
seco.

2.16. Descartar la aguja en el contenedor especial para agujas, leer punto
6 de este documento. ]

2.17. Colocar esparadrapo, sélo si fuera solicitado por el paciente o si éste F. AQUIND p.
no pudiera sostener la torunda seca.

2.18. Doblar el brazo del paciente y hacerle saber que tenia que mantener
estd posicion haciendo presion sobre el area de punzado por
aproximadamente 5 minutos.

2.19. Asegurarse que el paciente se sienta bien antes de abandonar el area
de toma de muestra.

2.5

.

2.8

3. Obtencidn y alicuotado del suero: |
3.1. Dejar reposar la muestra tomada por 30 a 60 minutos /
SALUI

aproximadamente a temperatura ambiente antes de la centrifugaciéﬂ’,’ INISTER
Instituto Nacional de Ciencias Neurclogici
en un lugar seguro.
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3.2. Centrifugar la muestra a 5000 rpm por 5 minutos aproximadamente.

3.3. Verificar que el cddigo de muestra del tubo corresponda a la de los
viales previamente etiquetados.

3.4. Transvasar el suero obtenido a dos viales haciendo uso de una pipeta
graduada y evitando tocar el coagulo.

3.5. Uno de los viales serd almacenado inmediatamente a -20°C. El
segundo vial es entregado al laboratorio para su procesamiento o
almacenado a 4°C hasta su procesamiento, posteriormente se
archivara también a -20°C en otro congelador diferente al del primer
vial.

3.6. El tubo sera almacenado a 4°C para realizar el control de calidad y

hasta que se haya validado el resultado de dicha muestra.

Una vez validado el resultado y realizado el control de calidad y si la

cantidad de muestra en el tubo lo permitiera, hacer un tercer vial y

almacenarlo a -20°C en un congelador diferente a los que contienen

el primer y segundo juego.

3.8. Una vez validado el resultado y realizado el control de calidad,
descartar el tubo en un contenedor con desinfectante o hipoclorito de
sodio al 10% asegurandose gue éste entre en contacto con el
coagulo. El proceso de descarte de tubos esta mas detalladamente
explicado en el punto 6 de este documento.

3.7

4. Toma de muestra de sangre por puncién de dedo o “fingerprick”:

4.1. En el caso que hubiera imposibilidad de tomar la muestra de sangre
por venopuncion, se optara por hacerlo a través de una puncion de
dedo. Otras veces la muestra llegara a nuestro laboratorio ya tomada
en papel filtro.

Para este tipo de muestra de sangre se aplican también los criterios

antes mencionados en la obtencién del consentimiento informado.

4.3. La persona responsable de la toma de muestra verificara la existencia
de todos los insumos necesarios: lancetas, papel filtro, guantes,
alcohol yodado, torundas, etc.

4.4. Esta persona se lavara las manos cuidadosamente y se colocara los
guantes.

4.5. Colocar el identificador de la muestra en el papel filtro a ser usado,
de preferencia tanto el codigo de la muestra como el nombre y primer
apellido del paciente y la fecha de toma.

4.6. Escoger la mano que menos utiliza el paciente (si es zurdo se
escogera la mano derecha; si es diestro, la izquierda)

4.7. Dejar el brazo colgado hacia abajo por uno o dos minutos.

4.8. Escoger de preferencia el dedo medio o anular (son los menos
usados).

4.9. Limpiar el dedo escogido con alcohol yodado.

4.10. Presionar el dedo permitiendo que las partes laterales de la yema
queden expuestas (son las areas de menor contacto).

4.11. Introducir la lanceta en una de estas regiones laterales.

4.12. Usar un trozo de papel para absorber la sangre hasta que ésta
empape toda el area previamente delimitada para un volumen de
sangre calculado (100 ul). /

4.13. De ser posible tomar tres muestras por cada paciente.

4.2

F.AQUINO p.

/

4.14. Con un pedazo de algodén seco presionar el lugar del hincon hasta/Nis ’éALUD
Con un p A hay esliiode sangre. -nsrituru‘Nac' nal de Ciencias Neuraldgicas
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4.15.

4.16.
4.17.
4.18.

4.19.

Colocar inmediatamente cada trozo de papel empapado en sangre
(con aproximadamente 100 ul) en un vial conteniende 900 ul. de
buffer diluyente.

Cerrar el vial.

Agitar fuertemente, si fuera posible usar un vortex.

Mantener la muestra de preferencia a 4°C, de no ser posible a
temperatura ambiente, por unos dias, hasta su llegada al laboratorio
en donde debera ser archivada a —20°C.

Antes de ser usada para cualquier técnica de inmunodiagnéstico se
debera sonicar (sonicador de lavado) por 15 minutos evitando que la
temperatura exceda los 56°C.

Muestras recibidas de otros laboratorios:

5.1.

5.2,

53.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

Para todas las muestras no tomadas en el Laboratorio de
Cisticercosis del INCN.

Verificar el lugar de donde proviene la muestra, nombre y datos
completos del paciente.

Verificar la fecha de toma de muestra y las condiciones de guardado
hasta el momento de la entrega, de confirmarse que la muestra ha
sido sometida a calor mayor de 56°C o ha sido mantenida sin
refrigeracion por mas de 7 dias a T° ambiente, se descartara dicha
muestra y se solicitard una nueva muestra.

Verificar si la muestra fue tomada con algan aditivo, por ejemplo; un
anticoagulante, para determinar el subtipo de muestra.

Rotular el tubo o vial si fuera necesario.

Para las muestras de sangre total recibidas de otros laboratorios
generalmente en tubos de extraccion, se procedera segtn lo descrito
en los puntos 2 y 3.

Para las muestras de sangre, suero o plasma recibidos en papel filtro
se procedera segln lo descrito en el punto 4.

Para las muestras de suero o plasma recibidas se debera proceder
segln los puntos descritos anteriormente.

Descarte y desinfeccion de la muestra:

6.1.

6.2,

6.3.

Todas las agujas utilizadas en la venopuncion deben ser colocadas
en el contenedor de agujas sin ser tapadas o dobladas. El mayor
riesgo de contaminacion en este tipo de procedimientos se da al
pincharse con la aguja, en el momento en que esta es tapada o
doblada antes de su descarte.

El contenedor agujas y material punzocortante debe ser
especificamente para estos fines, con paredes gruesas, boca ancha,
debe contar con el signo visible de riesgo bioldgico, se debe llenar
solo hasta % de su capacidad, luego debe ser sellado y entregado al
personal responsable de limpieza.

Los tubos o viales donde se colectd o archivé temporalmente la
muestra, una vez completada la validacion y control de calidad del
resultado, seran colocados dentro del contenedor de bioseguridad
conteniendo hipoclorito de sodio al 10%. Asegurarse que el coagulo
entre en contacto con el hipoclorito, se debe llenar sélo hasta % de

su capacidad, luego debe ser sellado y entregado al personﬁhfws

responsable de limpieza.

F. AQUINO P.
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6.4. Las torundas de algodon utilizadas se deberan colocar también en el
contenedor de bioseguridad conteniendo hipoclorito de sodio al 10%.

6.5. Cualquier derrame o contaminacién con la muestra debera ser
inmediatamente desinfectado usando hipoclorito de sodio al 10%
sobre la muestra, dejandolo actuar por 10 minutos para luego limpiar
el area cuidadosamente. Informar inmediatamente al responsable del
laboratorio.

7. Como enviar muestras de sangre al Laboratorio de Cisticercosis:

7.1. Enviar de 1 a 2 ml de suero (el uso de plasma muchas veces no da
resultados confiables).

7.2. El envio de la muestra no tiene que ser necesariamente refrigerado,
la muestra puede tener de 1 a 7 dias sin refrigeracion sin alterar su
resultado (para IgG que es lo que nosotros detectamos). La muestra
no debe ser sometida a calor.

7.3. Puede usarse un courier para envio de las muestras, estos toman
maximo 2 dias para hacérmosla llegar.

7.4. Se debe remitir al: Dr. Héctor H. Garcia Lescano, Jefe del Laboratorio
de Cisticercosis - Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas. Jr.
Ancash 1271, Barrios Altos, Lima. TIf: (01) 3288589.

7.5. Asegurarse que la muestra venga bien cerrada, para evitar derrames
o contaminaciones. Sellar con parafilm o en todo caso poner cada
muestra en una bolsita cerrada.

7.6. Debe consignarse: nombres y apellidos, edad, sexo y de ser posible
el N°. de DNI del paciente, asi como también la fecha de toma de
muestra.

7.7. Si envian mas de una muestra asegurarse que sean identificables.

7.8. El costo de la prueba deben de ser abonados a la cuenta en soles N°

00-068-368480 que tiene el Instituto Nacional de  Ciencias
Neurolégicas en el Banco de la Nacion. Hay también un costo de
transferencia que cobra el mismo Banco para los pagos hechos en
provincia.
Dentro del paquete, enviar el voucher o boleta original emitida por el
Banco, este es un requisito solicitado por nuestra institucion con fines
contables, ademas de la orden o indicacion médica indicando el tipo
de prueba solicitada (sélo brindamos Western Blot para cisticercosis
e hidatidosis).
7.10. Los resultados son enviados entre el segundo y tercer dia de haberse
recibido la muestra, via e-mail, por lo que deberan enviar la direccién
de correo electronico, legible, del laboratorio o médico responsable o
si fuera el caso del mismo paciente.

7.9

F.AQUINO P,

8. Control de calidad:

8.1. Alfinal del dia la persona responsable de la toma de muestra cotejara
el nimero de pacientes y muestras registradas en sus cuadernos de
ingreso de muestras contra el fisico de las muestras (tubos).

8.2. Posteriormente cotejara estas mismas muestras fisicas contra las
ordenes de trabajo generadas por el sistema con la persona
encargada de dicha generacién de érdenes.
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8.3. Después de que la verificacion sea correcta, se procede a la entrega
de las muestras a los responsables de archivo (primer vial) y de
procesamiento (segundo vial).

8.4. Durante el procesamiento de las muestras en el laboratorio, el 10%
de éstas seran procesadas nuevamente bajo las mismas
condiciones, tomando la cantidad correspondiente del tubo original
en el que se tomo la muestra. Control de calidad de transvase o
alicuotado.

7.3. TECNICA DE WESTERN BLOT (Paso 3)
7.3.1. Introduccién
Esta técnica permite observar la reaccion de los anticuerpos presentes en el
suero de los pacientes frente al antigeno T. solium y antigeno de E.granulosus.

Los componentes proteicos de los parasitos, son separados por electroforesis
y después transferidos a una membrana de nitrocelulosa, la membrana es
incubada con el suero problema y si el suero tiene anticuerpos se origina un
producto insoluble que precipita formando bandas en las zonas de las proteinas
antigénicas.

7.3.2. Objetivo
Describir y detallar en la guia de procedimientos operacionales los pasos como
la produccién de tiras reactivas y todo el proceso de Electroforesis,
Transferencia, Incubacion y Resultados por Western Blot tanto para
Cisticercosis e Hidatidosis.

7.3.3. Materiales y Equipos
e Antigeno para Cisticercosis -Cysti LLGP. TS-112222,
e Antigeno para Hidatidosis Liquido Hidatidico de 48 horas dializado PG-
15000.
e Buffer soluciones para Western Blot.
e PH—metro.
e Camara para geles.
e Camara de electroforesis.
e Camara de transferencia.
e Fuente de poder.
o Stirrer magnetic.
e Gradienten Mixer Gel.
e Sistema de refrigeracion.
e Shaker bidireccional.
e Balanza analitica.
e Aire acondicionado.
e Bafo de refrigeracion.
e Bomba de vacio.
e Bomba hidroneumatica + Tanque rojo 24L 1.5 bar 0,6 Hp L/min 8/40.
e Bomba peristaltica Drive Masterflex L/C 6-600 rpm.
o Cortador de tiras Strip Cutter 2.5 MM width strip Potenciometro.
e Extractor Hélico Centrifugo 350 W campana extractora.
e Fuente de poder.

F.AQUINO P.

e Gradient Mixer Gel. * - shuto Naefonal de Ciencias Neurologicas
s Magnetic Filter Funnel. - Hlector H. Garcia Lescano
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e Microplates Washer CappWash 8 Channel Washer for 95-well.
e Milli-RO.

« Milli-Q.

e Estabilizadores de Tension 10K VA.

¢ Microondas.

e Refrigeradora.

e Congeladora.

e Protan BA83 pure Nitrocelulose 3MX30CM 0.2UM.
e Tris ultra puro (balde x 5kgr).

e Acrilamida (frasco x 1kg).

e BIS Acrilamida (frasco x 60gr).

e 3,3"-Diaminobenzidine tetra-hydrochloride (25G).

e Electroforesis Purity Regeant Boric Acid (500g).

e Sodium Dodecil Sulfate (100g).

e Amonium Persulfate (10g).

¢ Temed (frasco x 5ml).

e Methanol (51).

e [sobutanol(2.5L).

e Leche descremada en polvo.

e Perdxido de Hidrogeno 30%.

e Conjugado anti IgG Humano.

e Lejia al 10%.

¢ Tubos microcentrifugue 1.5ml (1000und).

e TWEEN 20 (x 500ml).

e Gel Blot Paper (paquete x 100).

e Tips Antigeno.

e TIPS 0.5-10UL (1000und).

e TIPS 1000UL BLUE AXIGEN T-1000-B (1000und).
e TIPS 200UL (1000und).

e Etiquetas de poliester (rollo x 500).

e Papel filtro.

e Gas.

e Guantes.

e Mascarillas.

e Contenedor de desechos con bioseguridad.

e Material de vidrio.

e Placas de Incubacion.

s Micas de plastico transparente para colocar las tiras reactivas.
e Cinta scotch transparente.

e Detergente para el lavado de material.

e Plumones indelebles para el rotulado de las tiras. ]
o Bolsas de plastico para el almacenaje de las micas. F.AQUING P,
e Formato de Incubacién.

o Cuadernos para el registro de resultados.

e Computadora.

e Monitor.

s Papel bond A4. '

® apiceros. "sfituto Naciopal de Clongias uralogicas
e Archivadores de palanca tamaiio oficio. ~'r. Hector H. Garcia Lescang
e Archivadores de palanca tamafia A4. CHM P 22030
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e Porta lapiceros.

e Cuadernos A4.

e Cartucho color negro.
e Chinches metélicos.

e Clip mariposa gigante.
e Perforador.

7.3.4. Procedimiento
1. Preparacion de Geles de poliacrilamida

1.1. Limpiar los vidrios y separadores con alcohol y gasa y luego con papel
toalla (asegurarse que no queden pelusas sobre los vidrios).

1.2. Descartar cualquier vidrio que tenga adherido cualquier tipo de
suciedad o ralladuras muy grandes.

1.3. Asegurarse que la camara no tenga fugas, secar la camara.

1.4. Armar los sandwiches usando dos vidrios y dos separadores de
0.75mm de espesor, de tal forma que los vidrios queden uno frente a
otro y los separadores queden entre los extremos de los vidrios en
forma vertical. Asegurarse que los bordes inferiores de los vidrios y
separadores estén totalmente alineados.

1.5. Sellar los extremos del sandwich con PTFE Extruded Film tape 5490
HD.

1.6. Colocar los sandwiches uno tras otro dentro de la camara. Si quedara
alguno de los extremos con espacios muy grandes, llenar estos con
laminas de teflon o acrilico para que los sandwiches queden
compactos.

1.7. Los sandwiches quedaran enumerados en forma correlativa
ascendente empezando del que esta mas cerca de la tapa. Esto se
hara con ayuda de un marcador con punta de diamante.

1.8. Asegurarse que el cordon de jebe este bien colocado en la ranura de
la camara. Enjuagar dicho cordén después de cada uso, colocar
silicona en spray y limpiar con papel toalla por lo menos 1 vez al mes.

1.9. Colocar la tapa y cerrar los tornillos alternadamente en cruz hasta
conseguir que la presion sea uniforme sobre toda la camara, esto se
observara por la presion ejercida sobre el cordon. Se cubre la camara
con parafilm.

1.10. Conectar la manguera que unira la salida del formador de geles de
gradiente (2 cilindros con sistema de vasos comunicantes y agitacion
constante en uno de ellos) a la entrada de la cdmara de sandwiches,
previamente dicha manguera es conectada a dos llaves de triple via
a las cuales se les acopla dos jeringas que son para el isobutanol y
el pushing, inmediatamente después la manguera pasa a través del
cabezal de una bomba peristaltica.

1.11. Dejar pasar 3mL de isobutanol saturado (isobutanol-agua 1:1),
desconectando la manguera de la entrada de la cdmara, de esta
manera uno asegura la eliminacion de cualquier sustancia extrana
contenida dentro de las mangueras.

1.12. Conectar la manguera a la cdmara y dejar pasar 25 mL de isobutanol
saturado a una velocidad de 2 en la bomba Masterflex, modelo

77521-47, asegurandose de que se distribuya uniformemente en toda ’f
la base de la camara pues este le dara el nivel a los geles. MINIST fﬁq[, D
“Mute Nacignal de Ciencias'Neurciogicas
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1.13. Todos los reactivos deben tener por lo menos 24 horas de
preparados, deben haber sido mantenidos en refrigeracién, ademas
de haber sido previamente filtrados y envasados en frascos
totalmente limpios.

1.14. Los reactivos deben ser sacados 3 horas antes de su uso para que
tomen temperatura ambiente y estén al pH adecuado.

1.15. Preparar dos soluciones de concentraciones diferentes de acrylamida
y bisacrilamida (5% y 25%). Estas dos soluciones son colocadas por
separados dentro del sistema de vasos comunicantes. El volumen
total calculado para el nimero de geles que se va a producir es
dividido en dos, mitad para la solucién de menor concentracion y
mitad para la de mayor concentracion.

1.16. Colocar en el primer cilindro la solucién del 25%, se abre la llave
circular hasta que pase una gota, luego se cierra y se coloca la otra
concentracion del 5%, luego se tapa a presidon con la cuchilla
mezcladora verificando que las llaves de triple via estén abiertas
permitiendo el flujo del gel hacia la camara.

1.17. Cilindro que contiene la solucién de menor concentracién y que se
halla mas cerca de la camara de geles estd siempre en movimiento
mediante una cuchilla mezcladora llamada (Gradient Mixer GM-1)
para conseguir la mezcla con la solucién de mayor concentracién que
esta en constante flujo.

1.18. Activar nuevamente la bomba Masterflex modelo 77521-47 a una
velocidad de 2 y dejar que pase la solucidn de menor concentracion,
asegurandose que no haya burbujas dentro de las mangueras, hasta
observar que la solucion de 5% marque 150 mL. Luego se abre la
llave circular negra unos 360° aumentando la velocidad de la bomba
Masterflex, modelo 77521-47 a 4.

1.19. Este paso es muy importante pues inicia la formacién del gradiente
de concentracién; asegurarse que el cilindro de menor concentracion
esté en agitacion constante. Durante todo este proceso, observar que
el flujo sea constante y el descenso de ambos voliumenes sean casi
equivalentes, si esto no sucediera, con la ayuda de una micropipeta
de 1 mL expulsar la posible burbuja que estuviera obstruyendo el
sistema de vasos comunicantes.

1.20. Dejar que pase inmediatamente, después que terminé de pasar el gel
y evitando la presencia de burbujas en la manguera, 15 ml de la
solucion de empuje (pushing). Observar que esta solucion se
distribuya uniformemente formando un colchén. Apagar la bomba,
cerrar la llave de la camara de geles y desconectar todo el sistema.

1.21. Observar si ocurren fugas, de ser asi intentar sellar con silicona en
rasa o vaselina si no hubiera la primera.

1.22. Dejar gelificar toda la noche a temperatura ambiente antes de
desmontar la camara. La temperatura 6ptima de gelificacion va de
23°C a 25°C.

1.23. Lavar los geles con abundante alcohol etilico y agua destilada hasta
gue el olor del isobutanol desaparezca.

1.24. Guardar los geles en bolsas Ziplog con agua destilada o resolving gel
buffer diluido 1:10 en agua destilada para evitar la deshidratacién del
gel, en refrigeracion. ~:INISTER

“uto Nacional
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1.25. Los vidrios y separadores inmediatamente después de su uso
lavarlos con detergente y esponja verde por ambos lados,
enjuagarlos con abundante agua de cafio, enjuagarlos con agua
destilada (no dejarlos remojar con detergente).

1.26. Poner a secar los vidrios y separadores, guardarlos una vez que
estén secos (no dejarlos en la canastilla).

1.27. La camara después de su uso debera ser enjuagada con abundante
agua de cano y luego con agua destilada, asegurarse que el canal
inferior este limpio.

1.28. Los cilindros y mangueras del sistema de elaboracién de geles de
gradiente después de su uso deberan ser enjuagados con abundante
agua de cafo y luego con agua destilada, asegurarse que no quede
agua dentro de las mangueras. Poner a secar y luego guardar en
lugar seguro.

1.29. Antes de su uso enjuagar los geles con agua destilada.

1.30. Secar el borde superior del gel evitando dafar el gel usando papel
filtro altamente poroso.

1.31. Colocar el peine de teflon en forma recta y centrada.

1.32. Llenar el espacio libre con stacking gel buffer usando una jeringa con
aguja N° 23G evitando la formacion de burbujas, dejar gelificar por lo
menos 15 minutos.

2. Corrida Electroforética

2.1. Armar la camara de electroforesis con 2 sandwiches simétricamente

colocados y sellando con silicona liquida los extremos entre el
sandwich y los gaskets para evitar la fuga del upper buffer.

2.2. Enla camara de electroforesis colocar 4 litros de lower buffer, verificar
su uso (no mas de 5 veces). Una vez culminado el uso lavar la camara
y ponerla a secar.

Sacar el Antigeno de Cisticercosis (Cysti LLGP. TS-11222) o el

Antigeno de Hidatidosis (Liquido Hidatidico de 48 horas dializado

PG-15000) unos 20 minutos antes de su uso a temperatura ambiente,

agregar SDS al 10% (1 ul por cada 100 ul de Ag) y mezclar en vortex.

2.4. Calentar a 90°C por 5 minutos, encender el bafio maria 1 hora antes
para alcanzar la temperatura deseada.

2.5. Colocar el upper buffer en el espacio inferior de la camara ya armada
cubriendo todo el sandwich.

2.6. Para realizar corrida electroforética con Antigeno de Cisticercosis
(Cysti LLGP. TS-11222), agregar 150ul/gel sobre el gel en forma
continua y con mucho cuidado, el upper buffer no debe estar en
movimiento. Observar que el antigeno se distribuya uniformemente
sobre la superficie del gel.

2.7. Para realizar corrida electroforética con Antigeno de Hidatidosis de F.AQUINO P.

(Liquido Hidatidico de 48 horas dializado PG-15000), agregar

300ul/gel sobre el gel en forma continua y con mucho cuidado como

en el paso anterior.

Prender el sistema de enfriamiento con 30 minutos de anticipacién

o hasta que alcance la temperatura de 7-10° C. Registrar la

temperatura de inicio y termino de la electroforesis.

23

.
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2.9. Al inicio de la corrida electroforética se aplican 12.5 mA/gel por 15
minutos para alinear el Ag en el stacking gel, una vez alineado el
amperaje se aumenta a 25 mA/gel para el resolving gel, el tiempo
que demora la electroforesis es de 40 a 50 minutos
aproximadamente. (Esto es aplicable también al sistema Miniprotean
de BIORAD pero variando a 5 mA y luego de 15-20 mA por gel).
Registrar el voltaje de inicio y fin de la electroforesis.

2.10. Terminada la electroforesis, sacar cuidadosamente los geles
evitando que el upper buffer se derrame dentro de la camara y se
mezcle con el lower.

2.11. Lavar el soporte de los geles con abundante agua de cafo y luego
con agua destilada, secar y guardar. Los gaskets pueden ser sacados
lavados con detergente enjuagados muy bien y cubiertos con silicona
en spray y luego limpiados con papel toalla (esto debera hacerse solo
1 6 2 veces al mes).

3. Transferencia
3.1. Los geles inmediatamente obtenidos después de una éptima corrida

electroforética (si esto no ha ocurrido, descartar el gel) son sacados
del sandwich formado por los vidrios haciendo presion entre los dos
vidrios usando una palanca.
Colocar el gel resuelto sobre la membrana de nitrocelulosa (a la que
se le ha dibujado una linea de marcaciéon en uno de los extremos)
que a su vez se halla sobre un papel filtro grueso, tapar el gel con
otro papel filtro grueso embebido en buffer de transferencia a manera
de sandwich. Presionar este sandwich en un sélo sentido con una
especie de rodillo para conseguir la unién del gel con el papel de
nitrocelulosa evitando la presencia de burbujas pues estas impiden la
transferencia. Todo este procedimiento se hace dentro de un
recipiente lleno de buffer de transferencia.

3.3. Toma este “sandwich” y se coloca dentro de un sostenedor que tiene
una esponja a cada lado, cerrar cuidadosamente el sostenedor el cual
permite mantener presionado este sandwich durante todo este
procedimiento y se coloca dentro de un tanque lleno de buffer de
transferencia. Se coloca el sostenedor en el tanque de transferencia
cuidando que la corriente eléctrica vaya en direccion del gel a la
membrana.

3.4. Lafuente de poder se gradta en 2A o 2.5A seguin la potencia de cada

fuente y conectado a un sistema de enfriamiento (la temperatura

nunca debe exceder los 56°C). El voltaje se pone al maximo.

Registrar el voltaje de inicio y término de la transferencia.

El sistema de enfriamiento debe ser encendido 45 minutos antes de

iniciar la transferencia hasta esperar que llegue a una temperatura de F.AQUino p,

7°C. Registrar la temperatura de inicio y término de la transferencia.

3.6. El proceso de transferencia dura aproximadamente 2 horas. Una vez
terminada la transferencia debe observarse una capa delgada de
espuma sobre el buffer de transferencia, si ésta no se observa o es
excesiva o no es de color blanco, debe anotarse.

3.7. Terminada la transferencia se debe recuperar el buffer usado hasta

3.2

3.5

por § veces. . MINISTE Ub
3.8. Eliminar los geles con mucho cuidado de no dafar la nitrocelulQsa,Xacionayfe ciehtias New/aiogicas
al contenedor de productos de laboratorio. 2. riéctorH. Garcia Lescano
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3.9. Lavar la nitrocelulosa con PBS-Tween 0.3% 3 veces, dejar lavando
en agitacién toda la noche con PBS-Tween 0.3% en refrigeracion y
con el lado transferido hacia abajo. Al dia siguiente enjuagar 5 veces
con PBS y finalmente limpiar con algodén embebido en PBS los
restos de gel que puedan haber quedado sobre la membrana de
nitrocelulosa antes de cortar.

3.10. Para hacer uso del cortador Inotech, debe secarse bien la
nitrocelulosa entre 2 papeles filtros gruesos con mucho cuidado de
no dafarla.

3.11. Sobre el cortador y en la primera linea marcada se colocaran unos 4
a 5 cm de la membrana plastica y se sujetaran a los lados con cinta
scotch. Colocar sobre la segunda linea marcada la nitrocelulosa seca
también sostenida con cinta scotch y con la linea de marcacion hacia
delante (al lado contrario de la posicién original de la cuchilla).
Asegurarse que las cuchillas estén en su posicion original. Cerrar y
asegurar los dos brazos, coger las asas laterales de la cuchilla y jalar
hacia delante.

3.12. Una vez cortada la nitrocelulosa, cortar el lado que tiene la cinta
scotch. Colocar la nitrocelulosa entre papeles filtros gruesos y
embeber en PBS.

3.13. Retirar 2 tiras laterales y 3 centrales para el control de calidad.

3.14. Archivar a -20°C hasta la verificacion del control de calidad. Si pasa
dicho control se almacenara a -70°C hasta su uso.

3.15. El lavado de la cdmara de transferencia se hard inmediatamente
terminada la transferencia, con agua con detergente y alguna esponja
suave, el electrodo de acero inoxidable puede ser lavado cada cierto
tiempo con esponjita verde. Enjuagar con abundante agua de cafio y
enjuagar muy bien con agua destilada.

3.16. Las esponjas de transferencia deben ser lavadas inmediatamente
terminada la transferencia con abundante agua de cafio, luego deben
ser lavadas 3 veces con agua de cafo hervida muy caliente, estos
lavados deben asegurar que cada esponja se lave individualmente
para asegurarnos que todas se laven bien. En el caso del lavado con
agua hervida evitar que el sedimento del hervidor caiga sobre las
esponjas, enjuagando el hervidor con cierta frecuencia y dejando un
poco de agua residual en el hervidor después de cada lavado.

3.17. Enjuagar 5 veces las esponjas con agua destilada del Milli-Q.

3.18. Escurrir las esponjas y ponerlas a secar, guardarlas individualmente
ya secas en el cuarto frio.

4. Reaccién Inmunoenzimatica (SUERO Y LCR)
4.1. Incubacién:

4.1.1. Verificar que las placas de incubacion estén bien lavadas y
secas.

4.1.2. Limpiar con alcohol tanto por la parte exterior como interior,
dejar secar.

4.1.3. Enumerar en forma correlativa ascendente y siempre del
mismo lado de las placas.

13{NISTERIQ'DE/SAL D
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4.1.4. Distinguir los grupos de muestras a incubar tanto para
reconocer el conjugado que debe ser agregado como para
saber en qué orden seran sacadas y enumeradas las tiras (esto
puede hacerse en la placa misma o en las tapas
correspondientes).

4.1.5. Llenar el formato de incubacion con todos los datos necesarios.

4.1.6. Preparar PBS-Tween leche al 0.5%, mezclar por lo menos por
5 minutos. Mantenerlo tapado con parafiim para evitar
cualquier contaminacion.

4.1.7. Dispensar el blogueante, agregar la muestra y la tira para
Cisticercosis o Hidatidosis.

4.1.8. Mantener la ubicacién de la muestras de acuerdo al formato de
incubacion.

4.1.9. Marcar en el formato de incubacion el inicio de la colocacion de
cada slab, escribiendo nimero y fecha del slab.

4.1.10. Tomar aquellas tiras cuyo control de calidad haya sido 6ptimo,
sacar las placas de refrigeracion para terminar el proceso a
temperatura ambiente.

4.1.11. Dejar pasar antes de iniciar los lavados una cantidad de PBS-
Tween o PBS solo, seglin corresponda, por el sistema de
lavado para enjuagarlo.

4.1.12. Primer lavado 3 veces con PBS-Tween 0.3% usando un
sistemma manual de lavado y dejando 5 minutos agitando en el
shaker entre cada lavado.

4.1.13. Agregar el conjugado a la dilucién que corresponda (para
sueros humanos: 1:10000; dejar incubando en movimiento por
2 horas a temperatura ambiente).

4.1.14. Realizar un segundo lavado similar al primero pero con PBS-
Tween 0.3% a temperatura ambiente por 3 veces y luego con
PBS solo 2 veces mas.

4.1.15. Preparar minutos antes la solucién de coloracion en PBS con
peréxido de hidrogeno al 30% y diaminobencidina (DAB) a
partir de una solucién stock de DAB en PBS 50 mg/ml (que
puede ser preparada con mucho tiempo de anticipacién y
mantenida a -20°C).

4.1.16. Colocar 500 ul de la solucién de coloraciéon en cada canaleta y
se deja reaccionar mas o menos por 10 minutos, luego de los
cuales se procede a lavar con agua corriente por 10 veces.

4.1.17. Empezar por los controles para verificar que la reaccion este
ocurriendo, inmediatamente continuar con las muestras, pero
siempre dejar un tiempo minimo de 10 min. Si los controles
tuvieran problemas de revelado evaluar rapidamente cual es el
problema, de ser el conjugado se debe agregar el conjugado
indicado vy a la dilucién correcta e incubar nuevamente por 2
horas; de no ser el conjugado, preparar nuevo DAB y probar.

4.1.18. Verificar correlatividad y orientacion de tiras y placas antes de
sacar las tiras, asegurarse que éstas mantengan el orden del
formato de incubacién.

F. AQUINO P.
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4.1.19. Sacar con ayuda de una pinza las tiras una a una y colocarlas
consecutivamente una junto a la otra sobre alguna membrana
o mica transparente. Alinearlas con ayuda de una regla para
que se pueda seguir facilmente el patrén de corrida de las
bandas. Asegurarse de que de cada placa se saquen 8 tiras.
Asegurarse que no quede alguna tira debajo de otra.

4.1.20. Pegar sobre el borde superior de las tiras alineadas una cinta
scotch transparente cuidando de no cubrir bandas de
importancia diagnostica.

4.1.21. Limpiar con ayuda de un papel toalla mojado en agua de cario,
limpiar cuidadosamente las tiras, evitando danarlas o que
pierdan su alineacién.

4.1.22. Poner a secar las tiras.

4.1.23. Codificar cada grupo de tiras colocando: fecha de incubacion,
codigos correlativos de cada muestra incubada segin formato,
tipo de muestra (suero humano, LCR, etc.)

4.1.24. Verificar que no quede ninguna tira en las placas antes que
éstas sean lavadas.

4.1.25. Colocar las placas en lejia al 10% asegurandose que todas
queden sumergidas en esta solucion. Después de 24 horas
estas placas pueden ser lavadas y enjuagadas (segun lo indica
dicho protocolo).

4.1.26. El equipo de lavado manual debe ser lavado una vez por
semana usando algln sistema de presion y usando sblo agua
destilada (Milli-Q).

4.1.27. Repeticion de las Incubaciones:

La repeticion de incubacion de las muestras sera de la
siguiente manera: si son muestras humanas de la rutina del
laboratorio urgentes deberan incubarse por duplicado y en
slabs diferentes (para estos casos son Utiles las tiras sobrantes
de otras repeticiones que hayan dado buenos resultados en su
primera incubacion).

4.1.28. Controles de calidad:

Deberan incubarse 5 tiras (3 centrales y una de cada extremo)
de cada slab usado con un suero humano control positivo
fuerte, un control positivo débil y un control negativo para las
tiras centrales, los extremos se evaluaran con el pool positivo
débil. Estas 5 tiras se incubaran en la misma placa y siguiendo
un orden constante.

El control positivo fuerte debera presentar todas las bandas del
Ag, el control positivo débil debera ser siempre positivo al
namero de bandas que suela presentar (en el caso de WBCY
3 bandas por ejemplo), el control negativo no debera presentar

Control de calidad de los Slab: Repetir la incubacion de una tira

central y una de cada extremo con pool positivo débil al final

del mes y antes de escoger cuales slabs quedan y cuales se ‘
descartan, si es que alguno de estos controles no salié bien. ,

De no observarse las bandas lo indica el control usadof,-%TEjégg\ UD
descartara dicho slab. e Nacional de Ciencias Nedolbgicas

s¢ror H. Garcia Lescano
- e P 22930

GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTOS — EVALUACION DE SUERO Y LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR) PARA EL
DIAGNOSTICO DE CISTICERCOSIS, HIDATIDOSIS MEDIANTE TECNICA DE WESTERN BLOT



¥ pERU | Ministerio Prestacionesy Ji
L de Salud . Astallemiento en Selud |

Control de calidad de alicuotado: incubar el 10% de todas las
muestras de la rutina diaria (se escoge un nimero al azar del
0 al 9 y se toman todas aquellas que terminen en ese digito).
La incubacién se hace con las muestras del dia y a partir del
tubo de muestra original en el que se toma o llega la muestra.

Control de calidad de incubacion: incubacion del 10% de las
muestras de la rutina diaria (se escoge un nimero al azar del
0 al 9 y se toman todas aquellas que terminen en ese digito).
La incubacién se hace con las muestras del dia y a partir del
mismo vial que se uso para la incubacion original.

4.2. Resultados
1. Responsable de la atencidn de pacientes:
1.1. El Tecndlogo Médico — Biélogo y Patélogo es el encargado
de la buena atencion de los pacientes que ingresan al
Laboratorio de Cisticercosis.
2. Responsable de la supervision de toma y procesamientos de

muestras:
2.1. El Tecndlogo Médico — Bidlogo y Patélogo se encarga de
hacer cumplir los procedimientos Operacionales

Estandares aqui descritos.
3. Responsable de la firma de resultados de la prueba de Western
Blot Cisticercosis e Hidatidosis:
3.1. El Tecndlogo Médico — Bidlogo y Patologo es el encargado
de firmar los resultados de Western Blot para Cisticercosis
e Hidatidosis.

Viil. RECOMENDACIONES

e Dentro del diagnastico clinico de rutina del Western Blot, la coleccién de muestras
de sangre, obtencion de tiras reactivas y el procesamiento de las muestra son
procesos claves.

s El personal debe tener una adecuada preparacion y atencion a ciertos requisitos de
seguridad para la manipulacién y confiabilidad de los resultados.

e El Jefe del laboratorio de Cisticercosis, sera el encargado del cumplimiento de los

procedimientos mencionados en esta Guia Técnica de Procedimientos.
e Se necesita contar con herramientas para implementar acciones o proyectos de
mejora en la técnica para lo cual se requiere de decision de gestion para impulsar y

obtener recursos para la compra de insumos.
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LABORATORIO DE CISTICERCOSIS .
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