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Visto, el Expediente N° 21-008927-001 conteniendo el Memorando N° 31§.
DPCyAP14-SMIyBM22-LMyBM-HNHU-L-21 de la Jefa 'clel Departamentc de ,Patglo:gxa
Clinica y Anatomia Patolégica, solicitando la aprobacign Qe_el proyecto de la Gma. 'I.‘ecnll_ca
del Procedimiento Operativo Estindar de Transcripcion Reversa - Amplificacién
Isotérmica mediada por T.azo (RT-LAMP) para la deteccion molecular SARS-CoV2 del

Hospital Nacional Hipdliio Unanue;
CONSIDERANDO:

Que, los numerales I y II del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de
Salud disponen que la salud es condicidn indispensable del desarrollo humano y medio
fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo, y que la proteccion de la
salud es de interés publico. Por tanto, es responsabilidad del Estado regularla, vigilarla
y promoverla;

Que, los articulos 76°y 79" de la Ley N® 26842, Ley General de Salud, establecen
que la Autoridad de Salud de nivel nacional es responsable de dirigir y normar las
acciones destinadas a evitar las propagacién y lograr el control y erradicacién de las
enfermedades transmisibles en todo el territorio nacional, ejerciendo la vigilancia
epidemiolégica e inteligencia sanitaria y dictando las disposiciones correspondientes,
estando asimismo facultada a dictar las medidas de prevencién y control para evitar la
aparicion y propagacién ce enfermedades transmisibles, quedando todas las personas
naturales o juridicas obligadas al cumplimiento de dichas medidas;

Que, mediante Decreto de Urgencia N* 025-2020 y sus modificatorias, dictan
medidas urgentes y excepcionales destinadas a reforzar el Sistema de Vigilancia y
Respuesta Sanitaria frente al COVID -19 en el territorio nacional, disponiendo que el
y Mmi.fst.erio de Salud, en cumplimiento de su funcién rectora, es el encargado de

planificar, d‘it‘:tar. dirigir, coordinar, supervisar y evaluar todas las acciones orientadas
a la prevencion, protecciéi. y control de la enfermedad producida por el COVID -19, con

todas las instituciones publicas y privadas, personas juridicas y naturales que se
encuentren en el territorio nacional;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 850-2016/MINSA, se aprobé el
D9C}Jnlept0 denominado "Normas para la Elaboracién de Documentos Normativos del
Mlmslterlo de Salud", cuyo objetivo general es establecer las disposiciones relacionadas
E[on 0s procesos {ie formulacién, aprobacién, modificacién y difusién de los

ocumentos normativos que expide el Ministerio de Salud, siendo de observancia

obligatoria por los érgunos, unj ani :
oli : : idades or
S, B 1o ganicas y drganos desconcentraclos del

Que, mediante Memorando N° 313-DPC
0 - YAP14-SMIyBM22-LMyBM-HNHU-L-21, la
{jﬂ'efaccliﬁ; D_}f!&a;_tamsnto de Patologia Clinica y Anatomia Patolégica propone el proyecto
Amplificaciéulgzotéerlm]:«iocecmc-lme;m LFeTtND Readan de Trbseripaen. Revirsa, -
a media -LAMN i6
SARS-CoV2 del Hospita] a por Lazo (RT-LAMP) para la deteccién molecular

Nz:cional Hipélito Unanue, para su aprobacién;
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El presente dotu.. o W es
COPI;A FIEL DEL ORIGINAL
que he tenido a la vista

Que, con Nota Informativa N 149-2021-0GC/HNHU de fecha 19 denmarzgzc;e
2021, la Jefa (e) de la Oficina de Gestién de la Calidad adjunta el Informe N 39-2d -
KMGM/HNHU en la cual ii.forma que el proyecto de guia técnica ha sido evaluado y

aprobado, por lo que solicita la aprobacién mediante acto resolutivo del proyecto
presentado;

Estando a lo informado por la Oficina de Asesoria Juridica en su Informe N° 118-
2021-0A]/HNHU;

Con el visado de la Jefa del Departamento de Patologia, Clinica y Anatomia

Patolégica, de la Jefa (e) de la Oficina de Gestién de la Calidad y del Jefe de la Oficina
de Asesoria Juridica; Y,

De acuerdo a las facultades establecidas en la Ley N* 26842, Ley Gen_era] de Salud
Y en el Reglamento de Organizacién y Funciones del Hospital Nacional Hipélito Unanue,
aprobado por Resolucién Ministerial N® 099-2012/MINSA:

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Aprobar la “Guia Técnica del Procedimiento Operativo Estandar de
Transcripcién Reversa - Amplificacién Isotérmica mediada por Lazo (RT-LAMP) para la
deteccién molecular SARS-CoV2 del Hospital Nacional Hipélito Unanue, la misma que

forma parte integrante de la presente Resolucién y por las razones expuestas en la parte
considerativa.

- Articulo 2.- Encargar a la Jefa del Departamento de Patologia Clinica y Anatomia
Patolégica, la difusién, seguimiento y monitoreo de la Guia Técnica aprobada por el
articulo 1 de la presente Rusolucién.

Articulo 3.- Disponer que la Oficina de Comunicaciones proceda a la publicacién
de la presente Resolucién en la Pégina Web del Hospital.

Registrese y comuniquese,

MINISIPRE:C DE SALUD
Haspital Nac\oal “Hipdtino idnue
- "
Or. Luis W. MIRANDA OLINA
DIRECTOR GENER21. 1.0
CMPN-27.42¢
LWMASCDC/Marlens G
i
() Dvecatn
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l. Finalidad

Los coronavirus son una familia de virus causantes de enfermedades respiratorias,
digestivas y del sistema nervioso en humanos y animales. En diciembre de 2019, se
identific en la provincia de Wuhan, China una cepa de coronavirus nunca encontrada
en humanos, la cual recibié el nombre de SARSCoV-2. La infeccién por SARS-CoV-2 se
ha extendido a mas de 212 paises y fue declarada pandemia por la Organizacién Mundial
de la Salud ".

En marzo de 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declar6 la Pandemia por
COVID-19, debido al elevado nimero de casos en 112 paises fuera de China 2. En Per,
se confirmé el primer caso importado por COVID-19, en una persona con historial de
viajes a Espaiia, Francia y Republica Checa 3, desde esa fecha hasta el 10 de diciembre
de 2020 se han informado 979,111 casos positivos de COVID-19y 4,237,975 casos
negativos y 36,499 defunciones. Desde entonces el Ministerio de Salud de Pert (MINSA)

realizé la declaratoria de Emergencia Sanitaria de caracter nacional “.

MINSA ha adoptado diferentes medidas para el control del COVID-19, entre las cuales
se encuentra el diagnéstico molecular para la deteccion de SARS-CoV-2 (COVID-19)
mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real, asi como la deteccién de anticuerpos
como IgM/IgG. EIl Centro Nacional de Salud Publica, a través de sus laboratorios de
referencia nacional, es el 6rgano de linea del INS, encargado de desarrollar y aplica
tecnologias apropiadas para el diagnostico de enfermedades trasmisibles y no
transmisibles, aportando criterios técnicos para la formulacion de politicas que orienten
la atencion de la salud en el area de su competencia.

La prueba de la reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en (RT-

PCR o gRT-PCR si es cuantificada en tiempo real) es una técnica molecular de deteccion
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y amplificacién de acidos nucleicos, es decir de material genético, ARN, del SARS-CoV-
2 en distintas muestras bioldgicas clinicas. En la actualidad es la técnica de referencia y
de eleccidn para el diagnostico de COVID-19.

Se han obtenido resultados positivos de la RT-PCR para SARS-CoV-2 tanto en muestras
respiratorias como no respiratorias: orina, heces, incluso en sangre. Siendo las muestras
mas utilizadas para el diagnéstico de COVID-19 son las nasofaringeas y orofaringeas.
Las que ofrecen mas rendimiento son las nasofaringeas (positividad 63% y 32%
respectivamente en un estudio con pocas muestras nasofaringeas) y son las que
recomienda el CDC aunque las orofaringeas también son validas y son las que mas se

usaron en China 3.

La OMS recomienda muestras nasofaringea y orofaringea en el mismo tubo para
aumentar la carga viral. En infecciones graves se pueden recoger muestras de vias
respiratorias bajas, esputo (si hay expectoracion) o de aspirado endotraqueal o bronquial
y lavado bronco alveolar, en las que se puede encontrar positividad hasta al cabo de 3
semanas tras el inicio de la enfermedad. Si bien se ha detectado ARN viral en orina y
heces, aun no se ha podido determinar si implica la presencia de virus viables y por lo
tanto cual es su papel en la transmision de la infeccién, aunque se cree que es menor

que por via respiratoria .

Las medidas de seguridad para la recoleccion de las muestras se deben realizar segun
las recomendaciones oficiales de la OMS y Ministerio de Salud; a través de un equipo de
proteccion individual (EPI) para la prevencion de infeccion por microorganismos
transmitidos por gotas y por contacto que incluya bata impermeable a fluidos, mascarilla

FFP2, guantes y proteccion ocular (gafas o pantalla facial). La recoleccion de muestras
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de vias bajas genera aerosoles por lo que es elevado el riesgo de contagio y debe
realizarse con la proteccion y medidas adecuadas, ademas de la misma proteccién que
para la recogida de muestras respiratorias de vias altas, se deben realizar en una
habitacién adecuadamente ventilada: como minimo, ventilacién natural con un flujo de
aire de al menos 160 litros/segundo por paciente, o habitaciones de presion negativa con
al menos 12 cambios de aire por hora 7.

La carga viral en nariz y faringe va ascendiendo desde el momento de la infeccion (inicio
del periodo de incubacién) hasta alrededor del 7° dia y va disminuyendo a partir de ese
dia, pudiendo detectarse ARN viral tras la desaparicion de los sintomas por un tiempo
aun indeterminado. La RT-PCR puede detectar ARN viral desde unos dias antes de la
aparicion de los sintomas, aumentando la probabilidad de positividad hasta ser maxima
alrededor del 7° dia y disminuyendo a partir de ahi hasta aproximadamente el final de la
segunda semana. Por lo tanto, en los primeros dias del periodo de incubacion y tras la
desaparicién de los sintomas la carga viral es baja y puede no ser detectada por la PCR
por estar por debajo del umbral de deteccion 6.

Diversos estudios han demostrado, que las pruebas moleculares basadas en
amplificacion isotérmica mediada en lazo de transcriptasa inversa (RT-LAMP) podrian
mostrar mayor sensibilidad y especificidad que las pruebas RT-PCR, ademas de ser mas

rapidas y no requerir reactivos o instrumentos costosos 4.

Las pruebas RT-LAMP fueron desarrolladas para identificar con mayor frecuencia el gen
N (04 estudios), seguido de los genes ORF1a y N (02 estudios), gen RdRp (01 estudio),
gen ORF1a (01 estudio) y genes ORF1ab y S (01 estudio). Existié variabilidad en los
protocolos seguidos en cada estudio. Comparado con RT-PCR, las pruebas RT-LAMP
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desarrolladas en los estudios identificados mostraron una sensibilidad entre 80% Yy 100%,
y una especificidad entre 73% y 100% para el diagndstico de SARS-CoV-2 2.

Es una prueba mas sensible de los métodos disponibles 7. Es una técnica de referencia
y eleccién para el diagnostico de COVID-19, ensayo de primera linea de despistaje, con
una tasa de aciertos del 95%, o sea una especificidad de casi el 100% y sin reactivada
cruzada con otros virus y coronavirus &.

La estrategia mas eficiente para diagnosticar el COVID-19 en pacientes sospechosos
debe combinar los hallazgos de la RT-PCR con datos clinicos y epidemiologicos
(probabilidad de exposicion, sintomas y signos) y la radiologia toracica (la mas sensible
es el TAC), ya que las alteraciones radiolégicas en el COVID-19 son a veces mas
precoces que la positividad de la RT-PCR. Como se ha comentado, se debe repetir la

RT-PCR en pacientes con uno o mas resultados negativos y alta sospecha de COVID-
199 9.

En Estados Unidos (EEUU) el Xpert Xpress SARS-CoV-2 ® (Cepheid) es el primer test
de diagnostico rapido (TDR) o point-of-care de rRT-PCR que ha obtenido la aprobacion
EUA (Autorizacion para Uso en Emergencias) de la FDA. Utiliza muestras nasofaringeas
y ofrece resultados en 45 minutos. Aunque no es necesario enviar las muestras al
laboratorio, se ejecuta en maquinas automatizadas de las que no es facil disponer. Y
tiene el inconveniente de que solo puede procesar las muestras de una en una '°.

Algunas de las pruebas rapidas de PCR en desarrollo utilizan la amplificacion isotérmica
mediada por bucle de transcripcion inversa ' (RT-LAMP, del inglés reverse transcription
loop-mediated isothermal amplification), una nueva técnica de amplificacion y deteccion

de acidos nucleicos para el diagnostico de agentes infecciosos. Tiene las ventajas de
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funcionar a una temperatura constante, ser menos compleja y precisar menos energia
que la PCR convencional 12,

Tomando en cuenta el escenario pandémico actual por COVID-19 y las condiciones
limitadas de infraestructura y personal especializado para diagnostico confirmatorio de
laboratorio a nivel nacional. LAMP resulta ser una de las alternativas mas adecuadas
para la deteccion molecular del virus SARS-CoV-2 13.

Luego del Proceso de transferencia tecnolégica del método en mencion, se debera
elaborar la Guia Técnica del Procedimiento Operativo Estandar del Método de
Transcripcion Reversa — Amplificacion Isotérmica mediada por Lazo (RT-LAMP) con la
finalidad de realizar la Deteccién molecular del virus SARS — CoV — 2, en el Servicio de
Microbiologia, Inmunologia y Biologia Molecular -Laboratorio de Micobacterias y Biologia
Molecular - del Hospital Nacional Hipélito Unanue, para el diagnoéstico de Covid-19, de
pacientes sospechosos de esta enfermedad, cumpliendo con las disposiciones y

requisitos exigidos por el Instituto Nacional de Salud.

Este proceso de Transferencia Tecnolégica se inici6 con la capacitacion del personal del
laboratorio del Departamento de Patologia Clinica y Anatomia Patoldgica - Servicio de
Microbiologia, Inmunologia y Biologia Molecular - del Hospital Nacional Hipélito Unanue,
y se entregd, con fecha 21/09/2020, la constancia de transferencia tecnologica para la
deteccion molecular del virus SARS —CoV-2, por haber cumplido satisfactoriamente los
requisitos para realizar el método de transcripcion reversa — amplificacién isotérmica
mediada por lazo (RT-LAMP), para la deteccién del virus SARS-CoV-2, en pacientes con
sospecha de Covid-19 4.
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Il. Ambito de aplicacion

El presente Procedimiento Operativo Estandar del Método de Transcripcion Reversa —

Amplificacién Isotérmica mediada por Lazo (RT-LAMP) para la Deteccién molecular del

SARS — CoV — 2, debera ser aplicado en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia

Molecular del Hospital Nacional Hipélito Unanue, donde el personal profesional Bidlogo

y técnico de laboratorio del Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular, ejecutara

el ensayo con muestras humanas respiratorias de hisopado nasal y faringeo, para la

deteccion in vitro del genoma 5.

lll. Base legal

Ley No 26842, “Ley General de Salud”.
Ley N2 27815 - Ley del Cdodigo de Etica de la Funcion Publica.
Decreto Supremo N° 013-2006-SA, Reglamento de Establecimientos de Salud vy

Servicios Médicos de Apoyo; y, su modificatoria.

4. Decreto Supremo N° 008-2017-SA, Reglamento de Organizacién y Funciones del

Ministerio de Salud; y, sus modificatorias.

5. Decreto Legislativo N° 1161, Ley de Organizacion y Funciones del Ministerio de Salud

Decreto de Urgencia N° 039-2020, Decreto de Urgencia que dicta medidas

complementarias para el sector salud en el marco de la emergencia sanitaria por los

efectos del Coronavirus (COVID-19); y, su modificatoria.
7. Resolucion Ministerial N° 703-2006/MINSA, Norma Técnica de Salud N° 050-
MINSA/DGSP-V01 Norma Técnica de Salud para la Acreditacion de Establecimientos
de Salud y Servicios Médicos de Apoyo.

ADAPTADO DEL MET-CNSP-204 , POR:

REVISADO POR:

APROBADO POR:

NOMBRE

M.C.: ROSA VILMA ACURIO USCA
COORDINADORA DEL LABORATORIO DE
MICOBACTERIAS Y BIOLOGIA
MOLECULAR

FIRMA

M.C.:BLANCA ELIZETT SIERRA CHAVEZ:
JEFA DEL SERVICIO MiyBM
M.C:PRISCILA K. ALTAMIRANO JEFA DEL

F A <
= SMly #r’“ (
n/

” .f?\\o b::
\

DPTO. PCyAP
r‘

Pagina 10 de 35




>  DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA
»  SERVICIO MICROBIOLOGIA, INMUNOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR
>  LABORATORIO DE MICOBACTERIAS Y BIOLOGIA MOLECULAR

GT de POE TRANSCRIPCION REVERSA — AMPLIFICACION ISOTERMICA MEDIADA POR LAZO (RT-LAMP) PARA LA
DETECCION MOLECULAR DE SARS-CoV2
GT de POE-LMyBM-11 | REVISION N° 001 FECHA DE REVISION: 25-09-2020 FECHA DE APLICACION: 28-09-2020

8. Resolucion Ministerial N° 627-2008-MINSA, que aprueba la NTS N° 072-2008/
MINSA/DGSP: V.01. Norma Técnica de Salud de la Unidad Productora de Servicios
de Patologia Clinica.

9. Resolucién Ministerial N° 141-2020-MINSA, que aprueba la Directiva Sanitaria N°
088-MINSA/2020/CDC: “Directiva Sanitaria para la implementacion y funcionamiento

de los Equipos de Respuesta Rapida (ERR) que realizan Vigilancia Epidemiolégica
de casos sospechosos de COVID-19".

10.Resolucién Ministerial N° 182-2020-MINSA., que aprueba el Documento Técnico:
Lineamientos que refuerzan cuidado integral de salud en el 1er nivel de atencion en
el contexto de la Pandemia COVID-19.

11.Resolucién Ministerial N° 193-2020/MINSA, que aprueba el Documento Técnico:
Prevencion, Diagnéstico y Tratamiento de personas afectadas por COVID-2019 en el
Peru; y, su modificatoria.

12.Resolucion Ministerial N° 255-2020-MINSA, que aprueba el Documento Técnico:
Lineamientos para el fortalecimiento de acciones de respuesta en establecimientos
de salud, redes de salud y oferta mévil frente al COVID-19 (en fase de transmision

comunitaria), en el marco de la alerta roja declarada por Resolucién Ministerial N°
225-2020- MINSA.

IV. Disposiciones generales
4.1. Definiciones operativas

Control Positivo: ARN positivo de aislamientos virales de referencia o preparados en
el laboratorio.
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Control Negativo: ARN a partir de hisopados nasal y faringeos de personas
clinicamente sanas.

NTC: Siglas de “No Template Control”, tubo de reaccion utilizado como control que
contiene la mezcla de reaccion completa excepto de acidos nucleicos (ARN o ADN)
o molde para la amplificacion.

Primer o cebador: Es una secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo
3" hidroxilo libre que forma pares de bases con una hebra molde complementaria y
act(ia como punto de inicio para la adicion de nucleétidos con el fin de copiar la hebra
molde. Para la RT-LAMP se utilizan 3 juegos de primers los cuales son: FIB, BIP, F3,
Ba LR LB

RT — LAMP: La amplificacién isotérmica mediada por bucle (lazo) de transcripcion
inversa es un método de amplificacion de acido nucleico de un paso (una sola
temperatura) para multiplicar secuencias especificas de ARN. Se utiliza para

diagnosticar enfermedades infecciosas causadas por virus ARN.

4.1.1. Siglas
B3: Primer Revers externo
BIP: Primer Revers interno
EPP: Equipo de Proteccion Personal
F3: Primers Forware externo
FIB: Primers Forware interno

LB: Primer Revers loop

RT — LAMP: Transcripcion Reversa — Amplificacion Isotérmica Mediana por Lazo.
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4.2. Fundamento del método

La transcripcién reversa acoplada a la amplificacion mediada por lazo (RT- LAMP),
permite el uso de ARN como molde, la deteccion y amplificacion de ARN de
coronavirus COVID-19.

El ARN es transcripto de forma inversa a ADN complementario (cCADN) y amplificado
por las enzimas Bst 2.0 Warm Start DNA Polymerase y la WarmStart RTx Reverse
Transcriptase ADN, las cuales realizan su actividad a una temperatura de 65°C
(reaccidn isotérmica), temperatura a la cual los primers también se adhieren a la
cadena objetivo y amplifican el gen de interés generando un cambio en el pH de la

reaccion y visualizando por cambio de color el resultado.

V. Disposiciones especificas

5.1. Desarrollo del método de ensayo

5.1.1. Aspecto de bioseguridad
La prueba de RT-LAMP en tiempo real se realiza en el laboratorio de
Micobacterias y Biologia Molecular (Laboratorio del CENEX del HNHU), en
ambientes de Nivel de Bioseguridad II, segun lo detallado en el ITT-CNSP-455:
Instrucciones de bioseguridad para el laboratorio de microbiologia y biomedicina

del centro nacional de salud publica.

Para el desarrollo de esta técnica se deben de tomar en cuenta la disponibilidad
de 2 ambientes: 1) Area técnica para el proceso de extraccion de ARN y
Amplificacién, y 2) Area de preparacién de los reactivos de la mezcla de reaccién
(Mix) para el PCR (Area Limpia- LBBM).
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5.1.2. Tipos de muestras
e Muestras primarias Hisopado nasal y faringeo.
e Considerar otros aspectos de acuerdo con el ITT-CNSP-385: Obtencion,

conservacion y envio de muestras para el diagnéstico de virus respiratorio.2

5.1.3. Material de referencia
Controles Positivos.
Controles (OPS): ARNs positivos de coronavirus COVID-19

5.1.4. Equipos e insumos requeridos (trazabilidad metrolégica)
5.1.4.1. Equipos / instrumentos

e Cabina de bioseguridad clase IIA.

o Estacién de trabajo para PCR.

e Termobloque

e Microcentrifuga no refrigerada.

e Refrigeradora 2 a 8°C.

e Congelador -20 °C

e Congelador -80 °C

o Vortex

e Micropipeta de 0.5 - 10 pL

e Micropipeta de 20 - 200 uL

e Micropipeta de 100 — 1000 pL

e Micropipeta de 2 — 20 uL
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5.1.4.2. Insumos

5.1.4.2.1.
L ]

Materiales

Puntas con filtro estériles de 0.5 a 10 pL

Puntas con filtro estériles de 20 - 200 pL

Puntas con filtro estériles de 2 - 20 pL

Puntas con filtro estériles de 1000 pL

Gradilla para tubos de 1.5 mL

Gradilla para tubos de 0.2 mL

Tubos para centrifuga de 1.5 mL libres de ARNasas y ADNasas.
Tubos para centrifuga de 0.2 mL libres de ARNasas y ADNasas.
Tubo de polipropileno de 15 mL

Tubo de polipropileno de 50 Mi

Cajas Criogénicas

Parafilm

Reactivos

Kit para extraccion manual de RNA viral.

Kit de deteccion colorimétrica LAMP.

Primers LAMP

Agua destilada ultra pura de grado molecular (libre de RNAsa y DNasa)

5.1.5. Especificaciones técnicas

5.1.5.1. Criterios de la prueba

Negativo: Color rojo (R)
Positivo: Color amarillo (A)
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5.1.6. Interferencias y reacciones cruzadas
* Muestras que no se encuentran en cadena de frio.
e Muestras contaminadas.
e Muestras con hisopos de madera o alginato.
e Condiciones Ambientales (amplicones, polvo)

e Baja concentracién de ARN.

5.1.7. Fuentes potenciales de variabilidad
e Almacenamiento inadecuado de reactivos.

e Inadecuada preparacion de reactivos: buffer de lisis, controles positivos, control
negativo y mix de RT- LAMP.

5.1.8. Condiciones previas
5.1.8.1. Preparacion de reactivos y materiales

a) Realizar la limpieza de superficies de trabajo, pipetas y centrifugas con productos
como: alcohol 70 % o solucién comercial que elimine contaminantes, como acido
nucleico para minimizar el riesgo de contaminacion.

b) La cabina de bioseguridad, antes de iniciar la extraccion de ARN debe ser limpiada
con solucion de descontaminacién comercial o alcohol de 70% y colocar los
materiales minimos necesarios y pipetas a ser utilizadas e irradiar con luz
ultravioleta durante 15 minutos.

c) La cabina de PCR del area limpia, antes de iniciar la preparacion de la mezcla de

reaccion se debe limpiar con soluciéon de descontaminacién comercial o alcohol del
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70% e irradiar con luz ultravioleta durante 15 minutos con la finalidad de eliminar
contaminantes.

d) La cabina para carga de ARN, debe ser limpiada con solucién de descontaminacion
comercial o alcohol del 70% y colocar las puntas para micropipetas, las
micropipetas a ser utilizadas e irradiar con luz ultravioleta durante 15 minutos.
Nota: Esto se realizara cada vez que se procese las muestras.

e) El termo bloque o termociclador sera limpiado después de su uso con solucién de
descontaminacion (alcohol a 70% o alguna solucién comercial que elimine
contaminantes).

f) Los reactivos deben ser previamente descongelados y conservados en cadena de
frio.

g) Otros:

* Mantener temperatura ambiental del laboratorio entre 19 a 25 °C.

e \Verificar el funcionamiento de los equipos.

5.1.9. Procedimiento

Utilizar el formato de Protocolo de trabajo de extraccion de ADN/ARN de virus influenza
y otros virus respiratorios para registrar los cédigos de las muestras, FOR-CNSP-610:
Registro de resultados para LAMP.

5.1.9.1. Extraccion de ARN:
El procesamiento de extraccion se realiza en el ambiente de Nivel de Bioseguridad Il

Homogenizar la muestra con el agitador de tubos por 10 a 15 segundos.

\%REOD\sN
 SMiyEM %\
:.:? 5:?' ‘e
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5.1.9.1.1. Extraccion de ARN manual (GenElute™ Kit de Purificacion de ARN 9 Es total.
Sigma-Aldrich. Merck).

Transfiera hasta 100 ul de suspension viral a un tubo microcentrifugo sin RNAsa
(no suministrado).

Afiada 350 uL de tampén RL. Lise las células virales por vortexeado durante 15
segundos.

Afade 200ul de etanol 96 100% (proporcionado por el usuario) al lisado. Mezclar
por medio de vortice durante 10 segundos.

Ensamblar una columna con uno de los tubos de recoleccién proporcionados.
Aplique hasta 600 ul del lisado con el etanol en la columna y centrifugue durante
1 minuto a 6,000 rpm.

Luego centrifugar durante un minuto adicional a 14.000 rpm.

Aplique a la columna usada en el paso anterior 400 uL de Solucion de Lavado
“A’a la columna y centrifugue durante 1 minuto. Aseglrense de que toda la
solucion de etanol ha pasado por el tubo de recogida.

Repita los pasos para lavar la columna dos veces mas.

Después del lavado final, centrifugar la columna durante 2 minutos para secar bien
la resina. Deseche el tubo de recoleccion.

Colocar la columna en un tubo de elucién de 1,7 mL suministrado con el kit.
Afiadir 50 uL de Soluciéon de Elusién “A” a la columna. Centrifugar durante 2

minutos a 2.000 rpm, seguido de 1 minuto a 14.000 rpm.
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5.1.9.1.2. Preparacion de la mezcla de reaccion:
* Lapreparacion de la mezcla de reaccién se realiza en el drea limpia del laboratorio
de Biologia Molecular (LBM-NBS-II).
¢ Reconstituir los primer LAMP agregando H20 PCR a cada tubo de primers LAMP
liofilizados llevandolos a una concentracién de 100 puM. Una vez reconstituidos
los primers se prepara el Mix de primer LAMP (Tabla 1).

e Calcular los volumenes de los reactivos segun el nimero de muestras a evaluar
(Tabla 2).

Tabla 1: Mix de primers LAMP

Solucién de reserva (Elucién 100
Volumen (uL)
uM)
FIP 16.0
BIP 16.0
F3 2.0
B3 2.0
LOOP F 4.0
LOOP B 4.0
H20 PCR 56.0
Volumen final 100
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Tabla 2: Mezcla de reaccion

7 REACTIVOS Volumen para una reaccion
(ML)
Kit de Warm Start Colorimetric LAMP 2X 125
Master Mix Typical LAMP
Mix de primers LAMP 25
H20 PCR 5
ARN (Agregar en area de cargado) b
Volumen Final 25

e Colocar los tubos de 0.2 mL, en sus respectivos soportes y distribuir 20 uL de la
mezcla de reaccion en los tubos.

e Agregar 5 uL agua de PCR en el primer tubo, tapar todos los tubos de la mezcla de
reaccion (NTC).

e Trasladar al area de procesamiento y almacenar en refrigeraciéon 2 a 8 °C, hasta el
cargado del ARN.
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5.1.9.1.3. Cargado de material ARN:

o Este proceso se realiza en el Laboratorio de NBS-lll. Mezclar suavemente con
micropipeta los ARN extraidos o agitador de tubos y agregar 5 HL de ARN extraidos
al mix de reaccién LAMP seglin corresponda, siguiendo el orden del protocolo de
trabajo. (Volumen final 25 HL). |

e Agregar 5 uL del control negativo (CN)

* Agregar 5 uL del control positivo (CP). Cerrar firmemente la tapa de cada tubo y
colocar en el termobloque.

5.1.9.1.4. Amplificacién

e Programar el termobloque o termociclador a una temperatura de 65°C por 45
minutos.

» Una vez trascurrido el tiempo de incubacion retirar los tubos del termobloque o
termociclador y visualizar los resultados.

* Programar el termobloque o termociclador a una temperatura de 85°C por 5
minutos y colocar nuevamente los tubos para la inactivacion de la reaccion.

e Una vez transcurrido el tiempo de incubacion realizar la lectura de los resultados

5.2. Informe de resultados
e Muestra Positiva: Color de reaccion amarilla, se reportara como Covid-19.
e Muestras Negativas: Color de reaccion roja y color de reaccién roja para el control

interno, se reportara como negativo a Covid-19.
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Aquellas muestras que presenten coloracion intermedia en la reaccion (color
naranja), tendran que ser repetidas.

El analista registra los resultados en el formato de: Registro de resultados para
LAMP, el registro es revisado por un profesional autorizado por el responsable de
laboratorio, quien deja evidencia de la revision del registro colocando un check en
la columna de resultado final, (si hubiera alguna observaciébn se comunica al
analista quien toma las acciones correspondientes).

Luego, se entrega el registro de resultado al analista para el ingreso en el sistema
informatico NetLab2. Finalmente, el personal autorizado para la revision realiza la
validacion en el sistema Netlab2 dejando evidencia de la accion en la columna

final del Registro de resultados para LAMP.

5.3. Interpretacion de resultados

a)

b)

El Control NTC, debe presentar un color de reaccion roja sin coloraciones
intermedias.

Los Controles Positivo (CP), deben presentar un color de reaccion amarilla sin
coloraciones intermedias. Se debe cambiar de control si este presenta coloracion
intermedia. Si se visualiza una coloracién roja se puede deber a por problemas en
los reactivos o en el cargado del control.

El Control negativo (CN), deben presentar un color de reaccién rojo sin

coloraciones intermedias.
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5.4. Formularios

e Protocolo de trabajo de extraccion de ADN/ARN de virus Influenza y otros virus

respiratorios (ver anexo 3).

e Registro de resultados para LAMP (ver anexo 4).

5.5. Referencias

DOC-EXT-CNSP-966: GenElute ™ Kit de Purificacion de ARN total. Sigma-
Aldrich. Merck.

DOC-EXT-CNSP-962: Qubit® RNA Assay Kit.

DOC-EXT-CNSP-961: Inserto WarmStart Colorimetric LAMP-2X Master Mix
Typical LAMP Protocol (M1800).

EXT-CNSP-007: BD Universal Viral transport.

EXT-CNSP-863: REMEL Micro Test TM M4RT Medio multimicrobiano.
EXT-CNSP-673: Copan universal Transport medium system (UTM-RT).

Wang W 1, Xu Y, Gao R, Lu R, Han K, WuG, Tan W, Detection of SARS-Cov-2 in

Different Types of Clinical Specimens, JAMA 020,323(18): 1843-1844,
doc:10.1001/jama 2020.3786.
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VI. Responsabilidades
a) Del Médico Patélogo Clinico: Coordinacion y Supervisién de las etapas

preanalitica, analitica y post-analitica de la Prueba Molecular (RT-LAMP) , para la
deteccion del virus SARS-COV-2
- En la etapa preanalitica:
1.- Supervision del registro de datos de las fichas epidemiolégicas
2.- Supervision del cumplimiento de los criterios de aceptacion y rechazo de las
muestras de hisopado nasal y faringeo.
3.- Supervision del Ingreso de datos al Sistema informatico NETLABV2 del INS.
- En la etapa analitica:

4.- Supervision del proceso de RT-LAMP, segiin POE

5.- Supervision de la elaboracién de los protocolos de extraccion y de resultado
- En la etapa pos-analitica:

6.- Correlacion clinico-laboratorial de los resultados emitidos en cada protocolo
de LAMP.

7.- Validacién de resultados en el sistema informatico NETLABv2 del INS (si
hubiera alguna observacion se comunica al analista quien toma las acciones
correspondientes).

8.- Entrega de reporte estadistico diario de las muestras tomadas, procesadas
con sus respectivos resultados en fisico y a través de correo electronico.

9.- Envio de reporte de consumo diario de medios de transporte viral a la Diris
Lima Este

Médicos Patélogos clinicos responsables:
M.C. Rosa Vilma Acurio Usca
M.C. Mirella Zegarra Moreno
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b) Del Bidlogo: Responsables del Proceso Analitico de Prueba Molecular (RT-

LAMP), de la lectura e interpretacion colorimétrica de los resultados

1.- Preparacion del protocolo y Alicuotado de las muestras de hisopado

nasofaringeo en viales.

2.- Extraccion del ARN manual

3.- Preparacién de la mezcla de reaccion y Mix Primers

4.- Amplificaciéon isotérmica, lectura e interpretacion colorimétrica de los

resultados

5.- Registro de los resultados en el sistema informatico NETLABvVZ para la

validacién respectiva.

6.- Entrega diaria del reporte de consumo de kit de extraccion, del reactivo Lamp

y de los primers, para el envio al INS.

Bidlogos responsables:

Lic. Marila Jesus Farfan Salazar

Lic. Sylvia Denisse Gutiérrez Asin
Lic. Victor Wilder De la Cruz Grimaldo

Lic. Jesus Gabriel Basurto Bustos

Lic. Melissa Yvon Carrascal Huyhua

Lic. Gustavo Adolfo Valdivieso Diaz
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c) Del Técnico de Laboratorio: Responsables de la Recepcion de Muestras de
Hisopado Nasofaringeo para el proceso de la prueba molecular RT-LAMP, para
la deteccién del virus SARS-CQOV-2
1.- Revisar que las fichas epidemiologicas tengan datos completos
2.- Que las muestras cumplan con criterios de aceptacion.

3.- Cumplir con el registro adecuado de datos al Sistema NETLABV2 del INS.
4.- Elaboracion de base de datos de pacientes ingresados de acuerdo a cuadros
estandarizados en el servicio.

5.- Impresion de resultados y entrega con cargo a los servicios solicitantes.

Técnicos de Laboratorio responsables:
Tec. Laboratorio. Inés Rivera Mendoza
Tec. Laboratorio. Janeth Pacheco Soto
Tec. Laboratorio. Pamela Condor Gamarra
Tec. Laboratorio. Rosa Mary Tomas Quispe

Tec. Laboratorio. Nelson Palomino Melendez
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VII. Anexos

ANEXOS 1: Fluxograma de pruebas moleculares de casos sospechosos de covid-19.

HOSPITAL NACIONAL HIPOLITO UNANUE

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA
LABORATORIO DE MICBACTERIAS Y BIOLOGIA MOLECULAR

FLUXOGRAMA DE ATENCION DE PRUEBAS MOLECULARES DE CASOS SOSPECHOSOS DE COVID 19 PARA MODULO, UNIDADES CRITICAS, PABELLONES Y

TRABAJADORES DE SALUD DEL HNHU

MEDICO TRATANTE TECNICO DE LABORATORIO TECNICO DE LABORATORIO BIOLOGO PATOLOGO CLINICO
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faringeo i : : medico solicitante
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. vy | ¥ " / 2.- Realiza la l
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dias de inicio 2 Extraccion manual del o=
Las Muestras de hisopado QRN il 2.-Supervision y
de sintomas) Nasal y faringeo se toman verificacién de los
| en: 3.-Escanea o saca L1 procesos Pre analiticos y
- PAU fotocopia de Ficha En Area de Biologia Analiticos
- Emergencia epidemioldgica y envia a Molecular:
- Laboratorio central Epidemiologia. 3.- Prepara la mezcla de 3.-Control de calidad del
- Pabellones : reaccién y Mix Primers Proceso Analitico
1.- Llenado de Ficha - Carpa de personal 4.- Raglstra dutos de la (Prueba molecular RT-
epidemiolégica con l . bv2 4.- Realiza el Cargado del LAMP para Covid 19)
datos Jatoa material de ARN l
. Las muestras son \ 5.- Coloca los viales para
2.- Debe r;:zstrar i o 3 PAU. / \ la Amplificacién del RT- 4.-Validacién en
* Tipo ) S5.-Elabora un listado = LAMP sistema NetLab v2
Muestra: 1.- Elabora listado en en Excel con las l
H'::’:'d" Nasal excel de todas las muestras que cumplen 5.-Coordinacién
y faringeo SEron ciiteri 3én. para impresién y
* Tipode Prueba: | RIS W t 0 de aceptacién [6.- Realiza la Lectura de
durante las 24 horas = . entrega de
Prueba 6.- Codifica las Resultados y los registra Rasultado:
Molecular (RT- 2.- Las muestras junto con muestras de acuerdo a en el Protocolo de
LAMP) Covid 19 la ficha epidemiolégicas la secuencia de ingreso resultados y en el
anum&mu \ypanalﬂivdlll,a ) Sistema NetLab v2.
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ANEXO 2: Fluxograma del procedimiento

FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO RT-LAMP PARA PARA LA DETECCION MOLECULAR DE

\

a2
EXTRACCION DEL ARN MANUAL

(ARN VIRAL)

SARS-CoV2

'y
",

§
V%

Py %

CARGADO DEL MATERIAL DE ARN

v

AMPLIFICACION DEL RT- LAMP EN EL TERMOBLOQUE
T* CONSTANTE 65°C POR 45 MINUTOS

4

LECTURA DE RESULTADOS

ALICUOTAR LA MUESTRAS DE
HISOPADO NASAL Y FARINGEO i
EN VIALES v o 0 VERIFICACION Y
VALIDACION DE
* RESULTADOS
4 LOGN
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ANEXO 3: protocolo de trabajo de extraccién de ADN/ARN de virus influenza y otros

virus respiratorios

FORMULARIO

FOR-CENEX/HNHU-025

PROTOCOLO DE TRABAJO DE EXTRACCION

DE ADN/

Edicion N° 01

Pagina 30 de 31

Area: Lab. Referencia Nacional Virus Respiratorios — NBS-II

Responsable:

Lote y Marca de Kit extraccion:

Fecha de extraccion: Equipo:
Limpieza de equipo con alcohol de 70% [:]
N2 Orden Cod_INS N2 Orden Cod_INS
1 1
2 2
3 3
a4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 11
12 12

LT s 5[0 [ T
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ANEXO 4: Registro de resultados para LAMP
FRSSSEPEE
FORMULARIO FOR-CENEX/HNHU-26
Hdicion N° 01
REGISTRO DE RESULTADOS PARA LAMP
Pagina 30 de 31
Responsable del método de ensayo:
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Anexo 1: Ficha de investigacién clinico epidemiolégica de

COvID19
@“ FICHA DE INVESTIGACION CLINICO EPIDEMIOLOGICA
covID-19
I. DATOS GENERALES DE LA NOTIFICACION
1. Fecha nowd L 4. nst. Adm: [ Jmmisa
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PO — O —
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15 Nacionatidad [ |Peruano [ JEmmaniers  Pais de nacionalidad | |
16 Migranie DS‘ [:INo Pais de origen L ]
17. Direccion de residencia actual Pais
Dep Provincia Distrito
. ANTECEDENTES YPA
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Dolor de gargants Duarea imtabsidad/confusion
Congestion nasal Néuseas omitos Doior  Marque todos los que aplica
Diicullad resgperatoria Cefaiea () Muscular { )Pecho
Fiabre |Anosmea { )A () Asticulack
Escalofio Ageus:a
L Otros. especificar
'1.Signos.
[ e faringe D quIp Hallazgos anormales en radiografia
'_‘n" A anbiead “ e :._. on 9 "y
[ JComutsitn gos ar en tomog
:‘Otm..up-dln-: 9 en RMN
|22 Condiciones de ofs de riesgo
B (Edad o¢ al ) Post parto/aborto (¢ 6 semanas o 42 dias)
e incluye h fncluye ViH)
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