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Ciudad de México, a 27 de septiembre de 2024.

Se hace referencia al inciso A) del Procedimiento para la validacidén de
vigencia de las normas internas y transversales en el Sistema de
Administracién de Normas Internas de la APF (SANI). Con fundamento en el
articulo 19 de la Ley Organica de la Administracidén Publica Federal, el
Manual de Procedimientos Técnicos de la Coordinacién de Hematologia
Perinatal, registrado en el Inventario de Normas Internas del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer), se
encuentra vigente y es aplicable de acuerdo con lo establecido en la
misma, [se actualizo por criterio de cambio de autoridades; validando que
la descripcién de 1los procedimientos se encuentran vigentes y son
aplicables de acuerdo con lo establecido en la misma]. Por lo anterior,
la Direccidén de Investigacidn valida la vigencia de la norma interna
sustantiva:
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Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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I. OBJETIVO DEL MANUAL

Describir los procedimientos de caracter técnico que se realizan en la Coordinacién de
Hematologia Perinatal, para el procesamiento y analisis de muestras biolégicas cuya importancia
radica en reunir los aspectos vinculados con enfermedades que pueden observarse en la etapa
perinatal y neonatal, algunas de ellas son raras, otras sin embargo, son mas frecuentes como la
hemorragia, la anemia hemolitica hereditaria, las enzimopatias (deficiencia de GB6PD,
piruvatocinasa, etc.), las adquiridas (Incompatibilidades de grupo Rh, ABO, etc.), la anemia
hemolitica autoinmune, las de causa infecciosa intrauterina y perinatal, las anemias debidas a
trastornos de la hemoglobina como las hemoglobinopatias estructurales, beta-talasemias (beta0,
beta+ y beta++) y alfa-talasemias (siendo la Hb H y Hb Bart las mas graves); asi mismo, contribuye
al desarrollo de lineas de investigacion que propician el avance cientifico y tecnolégico en el dmbito
de la hematologia, y aporta la formacién de recursos humanos, en funcién de las directrices de
investigacion que tome el INPer, que en funcién de materia de investigacion y ensefianza se
encuentran estructuradas con los elementos, criterios, politicas y normas sobre procedimientos
técnicos dentro del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.
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Il. MARCO JURIDICO

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos.

Leyes

Ley de Planeacién.

Ley Organica de la Administracion Publica Federal.
Ley de los Institutos Nacionales de Salud.

Ley Federal de Derechos.

Ley General de Salud.

Ley General de Educacion Superior.

Ley General de Poblacion.

Ley de Infraestructura de la Calidad.

Ley Federal de las Entidades Paraestatales.

Reglamentos

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Prestacion de Servicios de Atencion Médica.
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos,
Productos y Servicios.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de control Sanitario de la Disposicion de Organos, Tejidos
y adaveres de Seres Humanos.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Sanidad Internacional.

Normas

Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, Del Expediente Clinico.

Norma Oficial Mexicana NOM-024-SSA3-2012, Sistemas de informacién de registro electrénico para la salud.
Intercambio de informacién en salud.

Norma Mexicana NMX-R-025-SCFI-2015 en igualdad laboral y no discriminacion.

Nota: Para lo no previsto dentro de este marco juridico, se observara lo establecido en el marco juridico
regulatorio del Manual de Organizacién Especifico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro
Espinosa de los Reyes.

i
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OBJETIVO ESPECIFICO

Mantener en orden el registro de todas las muestras recibidas para asegurar la identificacién correcta de
los pacientes, asi como resguardar sus datos personales.

A
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POLITICAS DE OPERACION

Sera obligacion del:

Medico Solicitante
— Elaborar la solicitud para la realizacion de estudios debidamente requisitada.

de que el paciente se encuentre hospitalizado

universlaes los siguientes datos:

O

) Apellido Paterno, Materno y Nombre(s).
) Fecha de Nacimiento (DD/MM/AAAA).

c) Numero de Expediente del Instituto Nacional de Perinatologia.

O

contacto y clave de adscripcion en el Instituto Nacional de Perinatologia.
e) Nombre del Protocolo y numero de Registro.
f) Género, edad, datos necesarios del protocolo asignando, medicamentos.
g) Fecha de toma de muestra.

Profesional de Laboratorio

consultorio asignado previamente

requisitada.

pacientes de la Coordinacién de Hematologia Perinatal.
— Actualizar la base de cada que se tome una muestra.

— Tomar la muestra de sangre venosa de acuerdo con lo estipulado en este procedimiento, en caso

- Enviar las muestras a la Coordinacion de Hematologia Perinatal con la solicitud elaborada que
debera incluir los identificadores universales del paciente. Siendo tomados como identificadores

d) Servicio solicitante, Médico Solicitante (nombre completo, extension telefénica de

— Recibir cordialmente a los pacientes que lleguen para toma de muestra que se realizara en el

— Verificar los datos de identificacion del o los pacientes en la solicitud de estudios debidamente

- Realizar el registro de los identificadores universales del paciente en la libreta de ingreso de

N\
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1.- Registro y etiquetado de muestras

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT.
No.

DESCRIPCION

Personal de la Coordinacion de
Hematologia Perinatal

10

Recibe la solicitud y la muestra etiquetada, verifica que
incluya el protocolo asignado, nombre completo, edad,
registro INPer, fecha de nacimiento y los datos necesarios
para el protocolo.

Asigna en la libreta el numero consecutivo de muestra
(anotando “no se tomé en la Coordinacién de Hematologia
Perinatal”’) y anota nombre completo, edad, registro INPer,
fecha de nacimiento y los datos necesarios de acuerdo al
protocolo asignado.

Etiqueta todos los tubos con el numero consecutivo
asignado, las iniciales del paciente (nombre y apellido) y
fecha de nacimiento.

Resguarda las muestras en refrigeracion (4° C) hasta ser
procesadas por no mas de 24 horas.

Registra en la base de datos toda Ila informaciér\
recolectada, respetando el orden de la libreta.

4

Anexa el tipo de muestra y estudios que se realizaran.

Enciende impresora Zebra GC420, abre programa ZEBRA
FONT en la computadora y selecciona el tipo de etiqueta
(tubo primario o tubo almacenamiento)

Registra numero consecutivo de muestra, las iniciales
(nombre y apellidos), protocolo y fecha de nacimiento.

Elige tipo de muestra (DNA, Plasma o Leucocitos) y
numero de etiquetas necesarias.

Imprime y pega en los tubos correspondientes.

Termina procedimiento

LTl
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Personal de la Coordinacién de Hematologia Perinatal

{ Inicio

Recibe solicitud y
muestra, verifica que
incluya protocolo y datos

2

Asigna consecutivo y

7

anota los datos
necesarios

Enciende impresora,
abre programa y
selecciona etiqueta

3

Etiqueta tubos con
numero asignado,

8

iniciales y fecha de
nacimiento del paciente

Registra numero,
iniciales, protocolo y
fecha de nacimiento

I

Resguarda las muestras
en refrigeracion hasta ser

o

procesadas

5

Elige tipo de muestra y
numero de etiquetas
necesarias

Registra en base de
datos la informacién
recolectada

10

6

Anexa tipo de muestray
estudios a realizar

Imprime y pega en los
tubos correspondientes

Z
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2.- Toma de muestra de sangre venosa
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OBJETIVO

Uniformar y sistematizar la toma de muestra de sangre venosa.
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2.- Toma de muestra de sangre venosa

POLITICAS DE OPERACION
Sera obligacion del:

Medico Solicitante

— Elaborar la solicitud para la realizacion de estudios debidamente requisitada.

— Tomar la muestra de sangre venosa de acuerdo con lo estipulado en este procedimiento, en
caso de que el paciente se encuentre hospitalizado,

—  Enviar las muestras a la Coordinacion de Hematologia Perinatal con la solicitud elaborada que
debera incluir los identificadores universales del paciente. Siendo tomados como
identificadores universlaes los siguientes datos:

a) Apellido Paterno, Materno y Nombre(s). ‘%

) Fecha de Nacimiento (DD/MM/AAAA).

c) Numero de Expediente del Instituto Nacional de Perinatologia.
)

Servicio solicitante, Médico Solicitante (nombre completo, extension telefénica de
contacto y clave de adscripcion en el Instituto Nacional de Perinatologia.

e) Nombre del Protocolo y numero de Registro.
f) Género, edad, diagnoéstico, datos clinicos, medicamentos.
g) Estudios Solicitados.

h) Fecha de toma de muestra.
Profesional de Laboratorio

— Verificar los datos de identificacion del o los pacientes.

— Realizar el registro de los identificadores universales del paciente en la libreta de ingreso de
pacientes de la Coordinacién de Hematologia Perinatal.

— Corroborar que el o los pacientes tengan un ayuno de lipidos mayor a cuatro horas.

— Utilizar guantes al momento de la toma de muestra.

— Disponer de los tubos de recoleccion de acuerdo al tipo de estudio solicitado: Tipo de tubo
para la toma de muestra para los estudios moleculares realizados en la Coordinacién de

Hematologia Perinatal

Revisé por el Departamento de Organizacion y Métodos: Lic. Lorena Beatriz Vera Leyva
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2.- Toma de muestra de sangre venosa

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT.
No.

DESCRIPCION

Médico Solicitante

Elabora solicitud para realizacion de estudios moleculares vy
verifica que el paciente sea ambulatorio.

¢Procede?

No: Toma la muestra (en caso de que el paciente se encuentre
hospitalizado) y envia a junto con la solicitud (debidamente
llenada) a la Coordinacién de Hematologia Perinatal. Pasa a Act.
20.

Si: Entrega solicitud al paciente ambulatorio e indica acuda a la
Coordinacién de Hematologia Perinatal para programacion de
toma de muestra.

Profesional de Laboratorio

10
11

12

13

Recibe al paciente ambulatorio y le agenda fecha de toma de
muestra en la solitud y brinda indicaciones (ayuno minimo de 4
horas con ingesta nula de grasas y uso de cubrebocas).

Recibe al paciente el dia estipulado con solicitud en mano,
comprueba datos y asigna el numero consecutivo en la libreta de
registro de pacientes de la Coordinacién de Hematologia
Perinatal. \
Explica el procedimiento mediante el cual se le tomara la muestra
de sangre venosa; de tratarse de un infante, explica al familiar
cdmo debera sostenerlo para proceder a la toma de muestra.
Verifica que las horas de ayuno del paciente sean las adecuadas
y pregunta sobre posibles alergias al latex (para uso adecuado de
guantes y del torniquete).

Prepara el material necesario para la toma de muestra: 2 tubos
con EDTA como anticoagulante, torundas humedecidas con
alcohol etilico al 70%, gasas, set estéril de extraccion de sangre:
aguja o canula mariposa y tubo con conexién Luer adaptador
multiples, ligadura, banda adhesiva estéril circular y guantes de
latex.

Identifica los tubos rotulandolos con el numero consecutivo
asignado en la libreta de ingresos, frente al paciente.

Limpia el area de toma de muestras con desinfectante, higieniza
sus manos y se coloca guantes.

Usa el sistema de extraccion de Sangre S-Monovette, tira recto el
émbolo hasta que encaje con un “click” y rompe el émbolo (“crac”)
para que el sistema funcione al vacio.

Selecciona la vena adecuada para la puncién localizandola con

dedo indice y/o medio, realiza asepsia con torunda de algod //

humedecida con alcohol al 70% (de manera circular de adenr;
hacia afuera) y deja secar al aire.

Destapa la aguja, la deja en su envoltorio, coloca la ligadura o
torniquete a 10 cm de distancia donde tomara la muestra y

N

/M/é§

relocaliza la vena.
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2.- Toma de muestra de sangre venosa

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT.
No.

DESCRIPCION

Profesional de Laboratorio

14

15

16
17
18

19
20

21

Punciona la vena seleccionada con el bisel de la aguja hacia
arriba, introduce canula de mariposa (aguja) en el centro de la
vena y penetra a lo largo de la misma (el angulo de puncién debe
ser menor de 30°).

Introduce el tubo mediante enroscamiento con EDTA (como
anticoagulante) en la conexiéon de la canula de mariposa, hasta
llenar el tubo con la cantidad de sangre necesaria.

Mezcla la sangre invirtiendo los tubos suavemente varias veces.
Repite con los tubos necesarios.

Retira el torniquete tirando del extremo indicado y coloca una
gasa sobre la piel donde se encuentra oculta la punta de la aguja.

Verifica nuevamente la identificacion del paciente y coloca las
muestras en gradilla.

Recibe las muestras del paciente hospitalizado que lleva el
médico tratante con solicitud en mano, comprueba datos con el
médico tratante y asigna el numero consecutivo en la libreta de
registro de pacientes de la Coordinacion de Hematologia
Perinatal.

Guarda las muestras para su procesamiento.

TERMINA EL PROCEDIMIENTO
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2.- Toma de muestra de sangre venosa
Médico solicitante Profesional de Laboratorio
4
@ Recibe al paciente, agenda
» fecha de toma de muestra y
1 brinda indicaciones
Elabora solicitud y verifica 5
que el paciente sea
IR Recibe al paciente en la
fecha y comprueba datos
No Si
6
¢éProcede?
Explica el procedimiento
para la toma de muestra
2
Toma la muestra y la envia 7
a la Coord. Hematologia P.
Verifica el ayuno del
paciente y pregunta por
alergias \
3
Entrega al paciente y le
solicita acuda a la Coord. 8 X
Hematologla P. Prepara el material
necesario para la toma de
muestra
9
Rotula los tubos con
numero frente al paciente AW
10 \
Limpia area de toma de AN
muestras, higieniza sus A
manos y se coloca guantes \|
11 D
Usa el sistema de
extraccion de sangre y tira
recto para que funcione al
vacio
1/2
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Profesional de Laboratorio

12
Selecciona vena, realiza
sepsia y deja secar
13
Destapa aguja, coloca
ligadura y relocaliza vena
18
1 _ | Retira torniquete y coloca
) gasa sobre la piel
Punciona vena e
introduce canula
15 19
Enrosca tubo en la Verifica nuevamente
conexién de la canula identificacion del
hasta llenarlo de sangre paciente y coloca
muestras en gradilla
16
Mezcla la sangre 20
invirtiendo los tubos ”
suavemente Recibe muestras del
paciente hospitalizado y
asigna numero
17
Repite con lo tubos
necesarios 21
Guarda las muestras
para su procesamiento

A

( Término

24

ot
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a partir de células de descamacién de mucosa oral

3.- Toma de muestra para la obtencién células de descamacion de mucosa oral
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a partir de células de descamacion de mucosa oral

OBJETIVO ESPECIFICO

Uniformar y sistematizar la recoleccion de células de descamacién de mucosa oral como método no
invasivo para la obtencién de muestras de DNA.

\

st £
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a partir de células de descamacién de mucosa oral

POLITICAS DE OPERACION

Sera obligacién del:

Médico Solicitante

Especificar los datos necesarios al momento de requisitar la solicitud para la realizacién de estudios
moleculares.

Tomar las muestras de células de descamacién de mucosa oral, en caso de que el paciente se
encuentre hospitalizado de acuerdo a lo sefialado en este procedimiento.

Enviar las muestras a la Coordinacién de Hematologia Perinatal con la solicitud elaborada que
debera incluir los identificadores universales del paciente. Siendo tomados como identificadores
universales los siguientes datos:

— Apellido Paterno, Materno y Nombre(s).
— Fecha de Nacimiento (DD/MM/AAAA).

— Numero de Expediente del Instituto Nacional de Perinatologia. ‘§

- Servicio solicitante, Médico Solicitante (nombre completo, extensién telefénica de contacto y
clave de adscripcion en el Instituto Nacional de Perinatologia.

—  Nombre del Protocolo y nimero de Registro.
— Género, edad, diagnéstico, datos clinicos, medicamentos.
— Estudios Solicitados.

— Fecha de toma de muestra.

Profesional de Laboratorio

Preparar el equipo necesario para la toma de muestras: guantes, hisopos de dacrén poliéster y
marcador indeleble.

Verificar los datos de identificacion del o los pacientes para realizar el registro correcto de lo
identificadores universales en la libreta de ingreso de registro de la Coordinacién de Hematologi
Perinatal.

Corroborar en el caso de lactantes con alimentacién al seno materno, que haya transcurrido al
menos dos horas desde la Ultima toma, esto cuando la toma se realiza en el consultorio ubicad
la planta baja de la torre de investigacion.

Utilizar y preparar el equipo necesario para la toma de muestras como son: guantes para el
momento de |la toma con hisopos de dacrén poliéster.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

SALUD TECNICOS DE LA ,

COORDINACION DE HEMATOLOGIA
PERINATAL FECHA

HOJA

DiA | MES | ANO

3.- Toma de muestra para la obtenciéon de DNA
a partir de células de descamacioén de mucosa oral

02 | 09 | 24

PERSONAL QUE INTERVIENE No.

ACT.

DESCRIPCION

Médico Solicitante 1

Elabora la solicitud para la realizacion de estudios
moleculares.

Verifica si el paciente se encuentra en hospitalizacién
¢Procede?

Si: Toma las muestras de células de descamacion de
mucosa oral y entrega a la Coordinacién de Hematologia
Perinatal. Pasa a Act. 12

No: Entrega al paciente y le solicita acuda a la
Coordinaciéon de Hematologia Perinatal para la toma de
muestra.

Profesional de Laboratorio 5

10

11

12

Recibe al paciente con solicitud en mano, comprueba
datos y asigna el numero consecutivo en la libreta de
registro; o bien, recibe las muestras cotejando con el
médico tratante los datos del paciente hospitalizado.

Explica al paciente el procedimiento mediante el cual se le
tomara la muestra de mucosa oral; de tratarse de un
infante, da explicacién al familiar de cémo sostenerlo para
la toma de muestra.

Prepara el material necesario para la toma de muestra (2
Hisopos de dacrén poliéster) y se coloca guantes de latex.

Toma un hisopo de dacrén poliéster y lo abre teniendo
cuidado de no contaminarlo.

Realiza un barrido general de todo el epitelio oral
comenzando con la cara interna de la mejilla, después
encias y continua del otro lado de la cavidad oral en el
mismo orden; realiza raspado girando el hisopo mientras
toma la muestra (En caso de que la cavidad oral se
encuentre muy seca realiza un barrido del paladar y lengua
para asegurar la recoleccién de células de descamacion.)

Coloca el hisopo en su empaque original teniendo cuidado
de no contaminarlo y lo identifica con el numero
consecutivo que se le asigno en la libreta de registro.

Repite el barrido e identificacién con el segundo his 0y
coloca el hisopo en el empaque original.

Guarda las muestras para su procesamiento.

Termina procedimiento
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PERINATAL _FECHA
DIA | MES | ANO
iz 2 24
3.- Toma de muestra para la obtencién de DNA 02 | 09
a partir de células de descamacién de mucosa oral
Meédico solicitante Profesional de Laboratorio
5
@ Recibe al paciente,
| comprueba datos y asigna
1 consecutivo
Elabora la solicitud para la 6
realizacién de estudios
moleculares Explica al paciente el
procedimiento para toma de
2 muestra
Verifica si el paciente se -
encuentra en
hospitalizacion
Prepara material necesario
y se coloca guantes Q
Si No
8
l
Toma un hisopo de dracén %
poliéster
3
Toma la muestra y la envia °
a la Coord. Hematologia P.
Realiza barrido general de
todo el epitelio oral
4
Entrega al paciente y le L
solicita acuda a la Coord. Coloca hisopo en su
Hematologia P. embalaje y lo identifica con ~
numero de consecutivo
11

Repite barrido con el
segundo hisopo

12

@L Guarda las muestras para
su procesamiento
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4.- Obtencién de DNA a partir de sangre total
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09 | 24

4.- Obtencion de DNA a partir de sangre total

A
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
TECNICOS DE LA
COORDINACION DE HEMATOLOGIA
PERINATAL

HOJA

FECHA

DiA

MES

ANO

4.- Obtencién de DNA a partir de sangre total

02

09

24

OBJETIVO ESPECIFICO

Obtener DNA con las caracteristicas de concentracién, pureza e integridad necesarias para el
desarrollo de técnicas de biologia molecular utilizadas en protocolos de investigacion.

Revis6 por el Departamento de Organizacién y Métodos: Lic. Lorena Beatriz Vera Leyva



- SALUD

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
TECNICOS DE LA
COORDINACION DE HEMATOLOGIA
PERINATAL

HOJA

4.- Obtencién de DNA a partir de sangre total

3
FECHA
DiA | MES | ANO
02 | 09 | 24

Sera obligacion del:

color naranja.

POLITICAS DE OPERACION

Profesional de la Coordinacién de Hematologia Perinatal:

2.- Verificar que la muestra cumpla con los siguientes requisitos:
a) Las muestras se recibiran de lunes a viernes de 8:00 a 14:00
b) Se debera entregar dos tubos de 3ml con EDTA como anticoagulante, para el caso de
pacientes neonatales la muestra debera tomarse en tubo microtainer.
c) Las muestras no deber estar lipémicas ni hemolisadas o coaguladas.
d) La vigencia de las muestras no sera mayor a dos semanas debidamente conservadas
en refrigeracion.

3.- Ingresar los datos de la muestra en los bancos de datos fisicos e informaticos.

1.- Verificar la concordancia de los datos de la solicitud con los de la identificaciéon de la(s) muestras.

4.- Centrifugar a velocidad maxima la preparaciéon de un DNA de capa leucocitaria o de linfocitos,
para evitar formacion de aglomerados.

5.- Colocar los desechos liquidos en el contenedor para liquidos RPBI y los tubos en la bolsa de

N
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS HOJA
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' COORDINACION DE HEMATOLOGIA ‘
PERINATAL _FECHA
DIA | MES | ANO
02 | 09 | 24
4 .- Obtencién de DNA a partir de sangre total

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT
.No.

DESCRIPCION

Investigadores, Quimicos, Biélogos y
Estudiantes capacitados de la
Coordinacién de Hematologia
Perinatal

10

11

Emplea el reactivo comercial QlAamp® DNA mini Kit, Marca
QIAGEN, No. de Catéalogo 51106 y verifica que esté completo
(buffer de lisis AL; proteinasa K, recombinante grado de PCR;
buffers de lavado AW1 y AW2 y buffer de elucion).

Verifica la existencia del material adicional al reactivo comercial
indispensable para trabajar (etanol absoluto; centrifuga de
mesa con velocidad hasta 14000 rpm; tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml estériles (eppendorf); pipetas de volumen de 1000,
200, 50 microlitros; puntas estériles de diferentes volumenes
para las pipetas; marcador indeleble; guantes y contendor para
los desechos).

Verifica la concordancia de los datos de la solicitud con los de la
identificacién de la muestra.

Limpia la mesa de trabajo con solucién desinfectante y se
coloca guantes limpios para trabajar las muestras.

Identifica los dos tubos tipo eppendorf de 1.5 mL estériles con
el numero de registro, en la parte de la tapa con marcador
indeleble.

Coloca 3 tubos recolectores para los deshechos y en el primero
coloca la columna de fibra de vidrio y marca con el nimero de
registro correspondiente a la muestra a procesar.

Coloca 200 pL de sangre total previamente mezclada por
inversiébn y posteriormente con la punta estérii en tubos
eppendorf (si el volumen es menor a 200 uL, agrega un
volumen complementario de PBS 1X cantidad basta para 200
ML)

Pipetea 20 pL de Proteasa QIAGEN y coloca en un tubo
eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado.

Lisis Celular

Aflade 200 pL del Buffer AL (Buffer de Lisis), mezcla
vigorosamente en vortex e incuba a 56°C por 10 minutos en
termoblock.

Toma los tubos de muestra, después del tiempo de incubaciér/
y da un spin en centrifuga a 8000 rpm para bajar el contenido/
de la tapa del tubo eppendorf.

Afiade 200 pL de etanol (96-100%), mezcla vigorosamente en
vortex y da un spin para bajar el contenido de la tapa del tubo a

8000 rpm.
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' o COORDINACION DE HEMATOLOGIA ‘
PERINATAL _FECHA
DIA | MES | ANO
02 | 09 | 24
4 .- Obtencién de DNA a partir de sangre total

Investigadores, Quimicos, Bidlogos y
Estudiantes capacitados de la
Coordinacién de Hematologia
Perinatal

13

14

15

16

0¥

18

19

20

21

ACT
PERSONAL QUE INTERVIENE No. DESCRIPCION
12 |Pipetea la mezcla, la traspasa a la columna (QlAamp mini spin

columna), centrifuga a 8000 rpm por 1 minuto y descarga el
sobrante del tubo de recoleccién en un frasco de deshechos.

Lavado

Pasa la Columna a un nuevo tubo de recoleccién de 2 mL y
afiade 500 uL del Buffer AW1, centrifuga a 8000 rpm por 1
minuto y descarga el sobrante del tubo de recoleccion.

Coloca la columna en un nuevo tubo de recoleccién, afiade 500
pL del Buffer AW2, centrifuga a velocidad maxima 14,000 rpm
por 3 minutos y descarga el sobrante del tubo sin tirar el tubo de
recoleccion.

Secado

Coloca la columna en el mismo tubo de recoleccioén y centrifuga
una vez mas a 14,000 rpm durante 1 minuto para eliminar el
exceso de Buffer AW2. N

Elucién

Transfiere la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL
previamente etiquetado y agrega 200 uL de Buffer AE (Buffer
de Elucién) o agua destilada.

Centrifuga a 14,000 rpm durante 1 minuto para recuperar el
DNA.

Desecha la columna en la bolsa de recolecciéon color naranja,
tapa el tubo eppendorf que contiene el DNA extraido y coloca la
etiqueta correspondiente.

Verifica concentraciéon y calidad de DNA de acuerdo con los
protocolos establecidos.

Guarda en las cajas etiquetadas para DNA en el lugar
correspondiente a -70°C. ‘

/
Registra los datos de almacenamiento en la base de datas
electronica.

TERMINA PROCEDIMIENTO
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S LUD MANUAL DE PROCEDIMIENTOS HOJA
A TECNICOS DE LA 6
. ‘ COORDINACION DE HEMATOLOGIA
PERINATAL FECHA
DIA | MES | ANO
02 |09 |24
4 .- Obtencién de DNA a partir de sangre total
Investigadores, Quimicos, Bidlogos y Estudiantes capacitados de la
Coordinacién de Hematologia Perinatal
Inicio )
14
1 Coloca columna en
Emblen reactivo > nuevo tubo, aflade
verr;fica que e\;téy buffer, centrifuga 3 miny
completo descarge
8 15
.4 Pipetea 20 uL de
Verifica la existencia del > Proteasa QIAGEN y Coloca columna en el
matefial adicional al °°|°°da ?fndun1tl;b°L mismo tubo y centrifuga
reactivo comercial £ppanco elom
16
3 9 Transfiere columna a
; - Afade 200 pL del Buffer, tubo eppendorfy agrega
Verifica concordancia de mezcla e incuba a 56°C buffer
los datos de la solicitud por 10 minutos en
con los de la muestra termoblock
17
10 Centrifuga a 14,000 rpm ¥
. 4 durante 1 minuto para \
Limpia mesa con Toma los tubos y da un recuperar el DNA
solucién y se coloca spin en centrifuga a 800
___guantes mm -
Desecha columna, tapa
5 11 tubo eppendorfy coloca
: etiqueta =
Identifica ";s d.°z";'b§|s Afade 200 pL de etanol, =
con marcalacz;m elebie mezcla y da un spin para 19
or pa bajar el contenido de la - .
tapa Verifica concentracién y
calidad de DNA de
6 12 acuerdo a protocolos
Coloca 3 tubos -
recolectores, coloca Pnpetttea mezcla,ttr.?uspasa 20
columna de fibra de vidrio y a columna, centrituga y :
marca con el registro descarga sobrante etiqt?eut:gjaas epr;:jg’qu &
e -70°C |
13
Coloca 200 pL de sangre Pasa columna a nuevo - 21 )
total previamente st tubo, afiade buffer, Registra los datos de %
mezclada por inversién centrifuga 1min y almacenamiento en la
descarga base de datos /
Témino
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5.- Obtencion de DNA a partir de células de descamacién oral

Z
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5.- Obtencion de DNA a partir de células de descamacion oral

02

09

24

OBJETIVO ESPECIFICO

Obtener DNA con las caracteristicas de concentracion, pureza e integridad necesarias para el
desarrollo de técnicas de biologia molecular utilizadas en protocolos de investigacion.
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DiA | MES | ANO
02 |09 | 24
5.- Obtencion de DNA a partir de células de descamacion oral

POLITICAS DE OPERACION

Sera obligacién del:
Coordinador/a de Hematologia Perinatal

— Verificar la concordancia de los datos de la solicitud con los de la identificacion de la(s)
muestras.

— Verificar que la muestra cumpla con los siguientes requisitos:
a) Las muestras se recibiran de lunes a viernes de 8:00 a 14:00

b) Se debera revisar que sean dos hisopos de dacrén-poliéster y colocados en las bolsas
de recoleccién entregadas.

c) La vigencia de las muestras no sera mayor a dos semanas debidamente conservadas
en refrigeracion. X
N

- Ingresar los datos de la muestra en los bancos de datos fisicos e informaticos.

/{7/4
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" COORDINACION DE HEMATOLOGIA
PERINATAL FECHA
DiA | MES | ANO
02 | 09 | 24
5.- Obtencion de DNA a partir de células de descamacion oral

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT.
No.

DESCRIPCION

Investigadores, Quimicos, Bi6logos y
Estudiantes capacitados de la
Coordinacién de Hematologia Perinatal

10

11

Emplea el reactivo comercial QlAamp® DNA mini Kit,
Marca QIAGEN, No. de Catalogo 51106 y verifica que esté
completo (buffer de lisis AL; proteinasa K, recombinante
grado de PCR; buffers de lavado AW1 y AW2 y buffer de
elucion).

Verifica la existencia del material adicional al reactivo
comercial indispensable para trabajar (etanol absoluto;
centrifuga de mesa con velocidad hasta 14000 rpm; tubos
de microcentrifuga de 1.5 ml estériles (eppendorf); pipetas
de volumen de 1000, 200, 50 microlitros; puntas estériles
de diferentes volimenes para las pipetas; marcador
indeleble; guantes y contendor para los desechos).

Verifica la concordancia de los datos de la solicitud con los
de la identificacién de la muestra.

Limpia la mesa de trabajo con soluciéon desinfectante y se
coloca guantes limpios para trabajar las muestras.

Identifica los 4 tubos tipo eppendorf de 1.5 mL estériles
con el numero de registro, en la parte de la tapa comy
marcador indeleble.

Coloca 4 tubos recolectores para los desechos, en el
primero coloca la columna de fibra de vidrio y marca con el
numero de registro correspondiente a la muestra a
procesar.

Coloca 400 uL de PBS 1X a los tubos eppendorf y coloca
los hisopos y los exprime.

Pipetea 20 yL de Proteasa QIAGEN y lo coloca en un tubo
eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado

Lisis Celular
Afade 200 uL del Buffer AL (Buffer de Lisis), mezcla

vigorosamente en vortex e incuba a 56°C por 10 minutos

en termoblock.

Toma los tubos de muestra, después del tiempo d
incubacién y da un spin en centrifuga a 8000 rpm par;
bajar el contenido de la tapa del tubo eppendorf.

Pipetea la mezcla, la traspasa a la columna (QlAamp mihi
spin columna), y centrifuga a 8000 rpm por 1 minuto.
Descarga el sobrante del tubo de recoleccién en un frasco
de deshechos. maxima para evitar la formacién de
aglomerados.

Nota: Los desechos liquidos se colocan en el
contenedor para liquidos RPBI y los tubos en la bolsa
de color naranja.
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5.- Obtencion de DNA a partir de células de descamacién oral

PERSONAL QUE INTERVIENE

ACT.
No.

DESCRIPCION

Investigadores, Quimicos, Bi6logos y
Estudiantes capacitados de la
Coordinacién de Hematologia Perinatal

12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

Lavado
Pasa la Columna a un nuevo tubo de recolecciéon de 2 mL
y afiadir 500 yL del Buffer AW1, centrifuga a 8,000 rpm
por un minuto y descarga el sobrante del tubo de
recoleccion.
Coloca la columna en un nuevo tubo de recoleccion y
afiadir 500 pL del Buffer AW2

Centrifuga a velocidad maxima 14,000 rpm por 3 minutos y
escarga el sobrante del tubo sin tirar el tubo de
recoleccion.
RECOMENDADO: Coloca la columna en el mismo tubo
de recoleccion y centrifuga a 14,000 rpm por un
minuto. Para eliminar la posibilidad de acarrear el
Buffer AW2.
Secado

Centrifuga una vez mas a 14,000 rpm durante 1 min%

para eliminar el exceso de Buffer AW2.

Elucién
Transfiere la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL
previamente etiquetado y agregar 200 uL de Buffer AE
(Buffer de Elucion) o agua destilada.
Centrifuga a 14,000 rpm durante 1 minuto para recuperar
el DNA.

Desecha la columna en la bolsa de recoleccién color
naranja y tapa el tubo eppendorf que contiene el DNA
extraido.

Coloca la etiqueta correspondiente.

Verifica concentracion y calidad de DNA de acuerdo con
los protocolos estable<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>