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RESOLUCION DIRECTORAL
Lima, 07 de mayo de 2025

Visto, el expediente N° 25-007773-001, que contiene el INFORME N° 167-2025-
NG/INCN, del Servicio de Neurogenética, INFORME N° 208-2025-INCN-NP, del
Departamento de Investigacion, Docencia y Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia,
INFORME N° 300-2025-DEIDAEADT-INCN, de la Direccion Ejecutiva de Investigacion,
Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, INFORME N° 094-
2025-UO-OEPE/INCN, de la Unidad de Organizacién de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
Estratégico, PROVEIDO N° 077-2025-OEPE/INCN, de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
Estratégico, y;

CONSIDERANDO:

Que, los numerales | y Il del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842 - Ley General de
Salud, dispone que “La salud es condicion indispensable del desarrollo humano y medio
fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo”. La proteccion de la salud es de
interés publico, por tanto, es responsabilidad del Estado, regularla, vigilarla y promoverla”;

Que, la Ley N° 27658, Ley del Marco de Modernizacion de la Gestion del Estado y sus
Modificatorias, en su numeral 1.1, del articulo 1°, CAPITULO I, establece Declarase al Estado
peruano 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 democratico, descentralizado y al servicio del ciudadano, asimismo en el articulo 2°
tiene como objeto establecer los principios y la base legal para iniciar el proceso de
modernizacion de la gestion del Estado, en todas sus instituciones e instancias;

Que, mediante Ley N° 29414, Ley que establece los derechos de las personas usuarias
de los servicios de salud precisando el alcance de los derechos al acceso a la atencién integral
de la salud que comprende la promocién, prevencién, tratamiento, recuperacion y
rehabilitacion, asi como el acceso a la informacién y consentimiento informado;

Que, especificamente el numeral 15.3 del articulo 15° de la Ley precitada en el parrafo
precedente, sobre la Atencion y recuperacion de la salud, dispone que toda persona tiene
derecho a) A ser atendida con pleno respeto a su dignidad e intimidad sin discriminacién por
accion u omision de ningun tipo; asi como: b) A recibir tratamientos cuya eficacia o
mecanismos de acciéon hayan sido cientificamente comprobados o cuyas reacciones adversas
y efectos colaterales le hayan sido advertidos;

Que, el articulo 126° del Reglamento de Organizaciéon y Funciones del Ministerio de
Salud, aprobado mediante Decreto Supremo N° 008-2017-SA, menciona al Instituto Nacional
de Ciencias Neurolégicas en su literal f); como Instituto especializado, son érganos
desconcentrados del Ministerio de Salud, dependientes de la Direccién General de
Operaciones en Salud, asi como servicios de salud altamente especializados en Salud,

Que, el articulo 5° del Reglamento de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos
de Apoyo, aprobado mediante Decreto Supremo N° 013-2006-SA, establece que los
establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo deben contar en cada area, unidad
organica o servicios con manuales de procedimientos, guias de practica clinica referidos a la
atencion de pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad y otros que sean
necesarios, segun sea el caso;




Asimismo, el inciso s) del articulo 37° del citado Reglamento Interno establece que
corresponde al Director Médico disponer la elaboraciéon del Reglamento Interno, de las guias
de practica clinica y de los manuales de procedimientos referido a la atencién de los pacientes,
personal suministro, mantenimiento, seguridad y otros que sean necesarios;

Que, con Resolucion Ministerial N° 787-2006-MINSA, se aprueba el Reglamento de
Organizacioén y Funciones del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, en su articulo 5°
del Titulo I, tiene por Objetivo establecer la Organizacién del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, normando su naturaleza, visidn, misién y objetivos funcionales generales,
estructura organica y objetivos funcionales de sus Unidades Organicas;

Que, el articulo 39°, Director Ejecutivo de Investigacion, Docencia y Atencion
Especializada en Apoyo al Diagnostico y Tratamiento, es la unidad organica encargada de
lograr la innovacion, la actualizacién, difusion y capacitacion de los conocimientos, métodos
y técnicas de la atencién especializada en investigacion, docencia y apoyo al diagnéstico y
tratamiento;

Asimismo, el articulo 43° el Departamento de Investigacion, Docencia y apoyo al
Diagnostico en Neuropatologia, es la unidad organica encargada de lograr la innovacion,
actualizacion, difusiéon y capacitacion de los conocimientos, métodos y técnicas de la atencion
especializada en Diagnostico en Neuropatologia, depende de la Direccién Ejecutiva de
Investigacion, Docencia y Atencion Especializada en apoyo al Diagndstico y tratamiento;

Que, mediante INFORME N° 167-2025-NG/INCN, del 22 de abril de 2025, el Jefe del
Servicio de Neurogenética, remite la “Guia Técnica de Procedimiento para la Genotipificacion
del Microsatélite CAG del GEN HTT", el cual es trasladado a la Direccion Ejecutiva de
Investigacién, Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, con
el INFORME N° 208-2025-INCN-NP, del jefe del Departamento de Investigacion, Docencia y
Apoyo al Diagnéstico en Neuropatologia;

Que, mediante INFORME N° 300-2025-DEIDAEADT-INCN, del 24 de abril de 2025, el

Director Ejecutivo de Investigacion, Docencia y Atencion Especializada en Apoyo al

Diagnéstico y Tratamiento, remite a la Direccion General del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas, la “Guia Técnica de Procedimiento para la Genotipificacion del Microsatélite
CAG del GEN HTT” CPMS 81271, asimismo solicita su revisién y posterior aprobacién
mediante acto resolutivo;

Que, el articulo 13° del Reglamento de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional
de Ciencias Neurolégicas, aprobado con Resolucion Ministerial N° 787-2006/MINSA,
establece que la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico es la unidad organica
encargada entre otros, de Lograr el diagndstico y analisis organizacional para formular y
mantener actualizados los documentos de gestién en cumplimiento a las normas vigentes
para organizar el Instituto Especializado;

Que, con el INFORME N° 094-2025-UO-OEPE/INCN, del 25 de abril del 2025, el jefe
de la Unidad de Organizacion de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, emite
opinion técnica favorable acerca Documento Normativo - “Guia Técnica de Procedimiento
para la Genotipificacion del Microsatélite CAG del GEN HTT” CPMS 81271, elaborado por el
servicio de Neurogenética, para su aprobacion mediante acto resolutivo, que es refrendado
con el PROVEIDO N° 077-2025-OEPE/INCN, del 25 de abril de 2025, por el Director Ejecutivo
de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico;

Que, a través de la Resolucién Ministerial N° 826-2021/MINSA se aprueba las “Normas
para la Elaboracion de Documentos Normativos del Ministerio de Salud” que tiene por
finalidad fortalecer el rol de Rectoria del Ministerio de Salud, ordenando la produccion
normativa de la funcion de regulacién que cumple como Autoridad Nacional de Salud (ANS)
y el objetivo de establecer las disposiciones relacionadas con las etapas de planificacion,
formulacion o actualizacién, aprobacion, difusion, implementacion y evaluacion de los
Documentos Normativos que expide el Ministerio de Salud; asi como especificamente de
establecer la aplicacion de etapas estandarizadas, transparentes y explicitas para la emision
de (DN), y brindar herramientas que facilite el desarrollo de sus funciones normativas;
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Que, mediante la Resolucién Directoral N° 077-2023-DG-INCN, se resuelve aprobar la
Directiva Administrativa: “LINEAMIENTOS PARA LA ELABORACION, FORMULACION Y
APROBACION DE DOCUMENTOS NORMATIVOS Y PLANES ESPECIFICOS EN EL
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS NEUROLOGICAS”, ello con el objetivo general de
establecer criterios técnicos, disposiciones y lineamientos metodolégicos, que faciliten la
determinacién, seguimiento, medicién, andlisis y mejora de los procedimientos para
maximizar las etapas de planificaciéon, formulacién, actualizacién, aprobacion, difusién,
implementacion y evaluacion;

Que, el numeral 5.3 de la V Disposiciones Generales, define al Documento Normativo
(DN) a todo aquel documento aprobado por el INCN, que tiene por finalidad transmitir
informacién estandarizada y aprobada sobre aspectos técnicos, sean estos asistenciales,
sanitarios y/o administrativos y facilita un adecuado desarrollo de competencias, funciones,
procesos, procedimientos y/o actividades, en los diferentes niveles de atencién de salud,
segun corresponda;

Que, el sub-numeral 5.3.7 del numeral 5.3. de la V Disposiciones Generales, define a
la Guia Técnica como el Documento Normativo del INCN, con el que se define por escrito y
de manera detallada al desarrollo de determinados procesos, procedimientos y actividades
7\ administrativas, asistenciales o sanitarias. En ella se establecen metodologias, instrucciones
"= \2\o indicaciones que permite al operador seguir un determinado recorrido, orientandolo al
=) }cumplimiento del objetivo de un proceso, procedimientos o actividades, y al desarrollo de una
</</buena practica. Las Guias Técnicas pueden ser del campo administrativo, asistencial o

W/ sanitario;
Ao W

Que, la “Guia Técnica de Procedimiento para la Genotipificacion del Microsatélite CAG
del GEN HTT” CPMS 81271, tiene como finalidad apoyar el diagnéstico molecular de la
enfermedad de Huntington (EH), a través de una guia técnica para la genotipificacién del
numero de repeticiones CAG del gen HTT, sustentada en la evidencia cientifica vigente para
este procedimiento, y el Objetivo General de normar el procedimiento de Genotipificacion del
nimero de repeticiones CAG del gen HTT, en apoyo al diagnéstico de la Enfermedad de
Huntington (EH);

Que, estando al plan propuesto por el Departamento de Investigacién, Docencia y
apoyo al Diagnostico en Neuropatologia y lo opinado por el Jefe de la Oficina de Asesoria
Juridica, con INFORME N° 238-2025-OAJ/INCN, del 07 de mayo de 2025;

Con los vistos del Director Ejecutivo de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
Estratégico, del Director Ejecutivo de la Direccién Ejecutiva de Investigacion, Docencia y
Atencion Especializada en Apoyo al Diagnéstico y Tratamiento, del Jefe del Servicio de
Neurogenética, de la Jefa del Departamento de Investigaciéon, Docencia y apoyo al
Diagnostico en Neuropatologia y del Jefe de la Oficina de Asesoria Juridica del Instituto
Nacional de Ciencias Neurolégicas;

Que, conforme al literal g) del articulo 11° del Titulo lll, del Reglamento de Organizacion
y Funciones del INCN, aprobado por Resolucién Ministerial N° 787-2006/MINSA, establece
las atribuciones y responsabilidades del Director General es expedir resoluciones directorales
en los asuntos de su competencia;
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De conformidad con, Ley N° 26842 — Ley General de Salud, Ley N° 27658, Ley del
Marco de Modernizacién de la Gestion del Estado y sus Modificatorias, Ley N° 29414, Ley
que establece los derechos de las personas usuarias de los servicios de salud, Resolucion
Ministerial N° 787-2006- MINSA, que aprueba el Reglamento de Organizacién y Funciones
del Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas y Resolucién Ministerial N° 001-2025/MINSA,
articulo 13°, numeral 13.1 que delega facultades a diversos funcionarios del Ministerio de
Salud durante el afo fiscal 2025, disponer que la aprobacién que se expida mediante acto
resolutivo;

SE RESUELVE:

Articulo 1° APROBAR la “Guia Técnica de Procedimiento para la Genotipificacién del
Microsatélite CAG del GEN HTT” CPMS 81271, a dieciocho (18) folios que formara parte
integrante de la presente Resolucion Directoral.

Articulo 2° ENCARGAR al Jefe del Servicio de Neurogenética del INCN, la
implementacién, aplicacién, monitoreo y supervision del cumplimiento la “Guia Técnica de
Procedimiento para la Genotipificacion del Microsatélite CAG del GEN HTT” CPMS 81271, en
el ambito de su competencia.

Articulo 3° DEJAR SIN EFECTO todo acto resolutivo que se oponga o contravenga la
presente Resolucién Directoral.

Articulo 4° DISPONER que la Oficina de Comunicaciones efectue la publicacién y
difusién de la presente Resoluciéon Directoral en el Portal de Transparencia del Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas.

Registrase, comuniquese y publiquese.

JSR/LMLV/JJCS/DRF/ERSC/PDRG/megf
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GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO:
PARA LA GENOTIPIFICACION DEL MICROSATELITE CAG DEL GEN HTT
CPMS 81271

FINALIDAD

Apoyar el diagndstico molecular de la Enfermedad de Huntington (EH), a través de una guia
técnica para la genotipificacion del numero de repeticiones CAG del gen HTT, sustentada en la
evidencia cientifica vigente para este procedimiento.

OBIJETIVO

Normar el procedimiento de genotipificacion del nimero de repeticiones CAG del gen HTT en
apoyo al diagnéstico de la Enfermedad de Huntington (EH).

AMBITO DE APLICACION

Guia técnica de aplicacidn obligatoria para el personal del Servicio de Neurogenética del INCN.

NOMBRE Y CODIGO DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR.

e Nombre : HTT (huntingtina) (p. ej., enfermedad de Huntington) andlisis de genes;
evaluacién para detectar alelos anormales (p. ej., expandidos)
e (Codigo CPMS : 81271

CONSIDERACIONES GENERALES
5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

e Genotipificacion del gen HTT: Proceso de la determinacion del genotipo de un
individuo con respecto al nimero de repeticiones CAG en el gen HTT.

5.2. CONCEPTOS BASICOS
e Consentimiento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza que el sujeto
ha expresado voluntariamente su intencidn de participar en una prueba genética.

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, procedimiento mediante el cual se
amplifica (obtienen muchas copias) de ADN y permite determinar el nimero de

repeticiones de tres nucledtidos hasta un rango determinado.

e TP-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con triple cebador. Este procedimiento
es complementario a la PCR convencional, se aplica en casos que resultan
aparentemente homocigotos por PCR. El resultado es cuantitativo, sélo determina la
presencia o ausencia de un alelo mutado que la PCR no pudo detectar.

e Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolucion de acuerdo con la relaciéon masa/carga de las mismas.

I,
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e Nucledtido: es una molécula que es la unidad estructural basica y el bloque de

construccion del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (U).

e Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

e ADN: Acido Desoxirribonucleico, contiene la informacién de las caracteristicas
hereditarias y las secuencias para la creacion de aminoacidos que generaran proteinas
para el funcionamiento de un organismo.

e Microsatélite: Secuencia de ADN que consiste en una repeticion de unidades cortas de
nucleétidos, tipicamente de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tdndem.

e Analizador genético: Dispositivo que emplea electroforesis capilar y un sistema de
deteccion fluorescente para medir con precision la longitud de las repeticiones CAG.
Utiliza capilares para separar los fragmentos de ADN basados en su tamaiio y
fluorescencia para identificar y cuantificar las repeticiones con alta precision.

e Reporte genético: Documento que contiene los resultados del analisis de los genes de
interés para identificar si es que existen variaciones patégenas.

e Asesoria genética: Servicio realizado por un médico especialista/formacion en
genética médica para ofrecer informacion y apoyo a las personas que tienen riesgos
de trastornos genéticos, ademas de la entrega posterior del reporte genético.

5.3. REQUERIMIENTOS BASICOS

5.3.1. RECURSOS HUMANOS

e 02 bidlogos genetistas o con entrenamiento en biologia molecular.
e 01 médico especialista/formacion en genética médica

01 médico neurélogo

01 asistente administrativo

J.CALDERONSS. 5.3.2. INFRAESTRUCTURA DE LA UPS

e Laboratorio del servicio de Neurogenética.

e Areade toma de muestra.

e Oficina administrativa.

e Consultorio especializado de Neurogenética.

5.3.3. EQUIPAMIENTO

Termociclador Proflex (Applied Biosystems)
Analizador genético SeqStudio™ (Applied Biosystems)
Espectrofotometro Epoch (Biotek)

Sistema de documentacion de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)

Bicentenario
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5.3.4.
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e (Cabina de PCR (ESCO®)

e (Cdmara de electroforesis vertical profesional (Cleaver)
e Fuente poder (Thermo Scientific)

e Balanza analitica (Shimadzu)

e Agitador magnético (Velp)

e Refrigeradores a 42C (Thermo Scientific)
e Refrigeradores a 42C (Miray)

e Congeladora a -20°C (Miray)

e Picocentrifuga

e Vortex

e Cronémetro

e Computadoras de escritorio

e |mpresora

e Sistema de alimentacion eléctrica estable
e Estabilizador

RECURSOS MATERIALES
A. MATERIAL MEDICO NO FUNGIBLE
Implementos moleculares

e HD3:5-6-FAM-CCTTCGAGTCCCTCMGTCCTT-3'
e HDS5: 5'-CGGCGGTGGCGGCTGTTG-3'

e HD-TP-F: 5'-6-FAM-ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCC-3'
e HD-TP-R: 5'-CGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCTG-3'

e dNTPsmix: A, T, Gy C (2.5 mM c/u)
e Agua ultrapura libre de nucleasa

e Platinum® Taq DNA polymerase 5 U/uL (Invitrogen). Incluye: Buffer PCR 10x

y MgClI2 50 mM.

Marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen)
GeneScan LIZ 500 dye Size Standard

~Hi-Di Formamide

SeqStudio Genetic Analyzer Cartridge
SeqStudioTM Cathode Buffer Container

Reactivos quimicos

Acrilamida
Bisacrilamida

Nitrato de Plata
TEMED

Persulfato de amonio

Tris base

Acido bérico

EDTA 0.5M pH 8
Xilencianol

Azul de Bromofenol
e Formamida

L SAREDRAR
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e Etanol absoluto

e Glicerol

e Acido acético

e Hidroxido de sodio
e Formaldehido

e Agua tridestilada

Material de plastico

e Micropipetas 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pLy 1000 pL.
e Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pLy 1000 pL.
e Tubos de PCR de tapa plana 0.2ml
e Tubos de PCR de tapa conica 0.2ml
e Microamp™ 8-Tube Strip, 0.2mL
e Microamp™ 8-Cap Strip
. e Tubos de centrifuga 2 mL
e Gradilla para tubos de 0.2 mL
e Gradilla para tubos de 2 mL
e Pisetas
e MicroAmp® 96-Well Tray/Retainer Set
e Enfriador de placas PCR y Microtubos
e Soporte para micropipetas
e Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes
e Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

Material de vidrio

e Matraz aforado de 500 mL.

e Probeta de 1000 mL.

e Vasos de precipitados de 50 mL.
Pipeta de vidrio de 10 mL

Pipeta de vidrio de 25 mL.

ﬁropipetas

Baguetas

Frasco transparente de 500 y 1000 mL.
Frasco color caramelo de 200 mL.

. MATERIAL MEDICO FUNGIBLE

Tips con filtro 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pLy 1000 pL
Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL
Tubos de PCR de tapa cénica 0.2 mL
Tubos de centrifuga 2 mL

Papel lente para laboratorio

Papel aluminio

Lejia
Solucion DNAsa y RNAsa.

s‘\\:‘,‘nff’,f&_ Bicentenario GUIA TECNICA DE PROCEDIMIENTO:
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e Papel Toalla

e Parafilm

e Mascarilla descartable
e Guante de nitrilo descartable
e Mandil descartable

e Gorro descartable

e Boligrafo

e Forro de plastico

e Papel bond A4

e Sobre manila

e Marcador indeleble

e Toner para impresora
e Archivador

C. OTROS MATERIALES

e Accesorios para electroforesis: Peine de 24 pocillos, separadores de 1mm,
vidrios con mueca y sin mueca y cables de fuente de energia.

D. SOTFWARE

e Plate manager (Applied Biosystems)
e GeneMapper™ Software 5 (Applied Biosystems)
e Gen5TM version 2.0 (Biotek)

5.4. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todo procedimiento de diagndstico genético requiere un proceso de consentimiento
informado que debe evidenciarse con la firma del consentimiento informado respectivo
(ver anexo 2)

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Durante la toma de muestra, las muestras de sangre total deben ser colectadas en 02
tubos EDTA de 3 ml y homogenizada por inversidon de cinco a ocho veces. En caso se
necesite otro tipo de muestra bioldgica, seguir el Instructivo para la recolecciéon de
muestras biolégicas (RD N° 346-2024-DG-INCN).

Condiciones de conservacion: Las muestras de sangre deben ser procesadas en un
plazo maximo de una semana después de su recoleccion y deben mantenerse
refrigeradas a una temperatura de 2 a 8°C.

El personal debe usar EPPs, incluido guantes de nitrilo, gorra, bata desechable de
manga larga y cubrecalzados durante los procedimientos en el laboratorio.

. CONTRAINDICACIONES

Para la toma de muestra de sangre no requiere ayunas ni ningln tipo de preparacion sawedRAR

especial. Si hay algun motivo que contraindique la toma de muestra de sangre venosa
periférica (condicion médica, problemas de coagulacion, entre otras) o si se obtiene una

=
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muestra de ADN de baja concentracion y pureza, se tendrd que considerar tomar otra

“Afio de la recuperacion y consolidacion de la economia peruana”

muestra o cancelar el procedimiento.

6.3. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
6.3.1. REQUISITOS

e Indicacion médica realizada por médico especialista, con formacién en genética
médica o neurdlogo con formacidn en Neurogenética.

6.3.2. TIEMPO

e Tiempo efectivo :92.50 minutos (estimacién de costo) *

e Tiempo del procedimiento : El tiempo global del procedimiento,
incluyendo pasos previos y posteriores al
procedimiento genético es de 140 minutos,

‘ que se detallan en la tabla 1.

* Metodologia para la estimacion de Costos Estandar de Procedimientos Médicos o
Procedimientos Sanitarios en las Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud -
Resolucién Ministerial N° 1032-2019/MINSA.

6.3.3. DESCRIPCION DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
A. PREVIO AL PROCEDIMIENTO GENETICO

e Realizar el proceso de consentimiento Informado que concluye con la firma
del formato de consentimiento informado.
e Emitir orden de Procedimiento.
e Registrar los datos del paciente.
e Toma de muestra segln Instructivo para la recoleccion de muestras
bioldgicas (Resolucion Directoral N° 346-2024-DG-INCN).
. e Extraccion de ADN (segun procedimiento estandarizado).

B. DURANTE EL PROCEDIMIENTO GENETICO
1. AMPLIFICACION DEL NUMERO DE REPETICIONES CAG DEL GEN HTT

MEDPIANTE PCR

e Preparar la siguiente mezcla de reaccion para: una muestra de ADN

problema, una muestra control estandar y una muestra blanco:

En la cabina de PCR, preparar 10 uL de mezcla de reaccion con las
siguientes concentraciones finales para cada muestra:

DMSO 7%

Buffer de PCR para enzima taq Platinum 1X
dNTPs 0.05mM c/u

MgCI2 1.0mM

Cebador HD3 0.4uM

Cebador HD5 0.4uM

O 0O 0O 0O O O
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o Enzima taq platinum 0.04 U/ulL
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o ADN gendmico 4 ng/ul

e Emplear el siguiente programa de amplificacion: 2 minutos de
denaturacion inicial a 95°C, 28 ciclos (denaturacién a 95°C por 1 minuto,
hibridacién a 65°C por 30 segundos, y extension a 75°C por 45 segundos);
seguido por un paso de extension final a 72°C por 10 minutos. Se guarda
a4°C.

2. VISUALIZACION DE PRODUCTOS DE PCR POR ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA

e Preparar un gel de poliacrilamida al 8% no denaturante para la
electroforesis de los productos de PCR.

e Sembrar en cada pocillo 2uL de producto de PCR con 2uL de buffer de

. siembra. Ademas, se debe colocar un 1uL marcador de peso molecular de

10pb con 2uL de buffer de siembra.

e Administrar un voltaje de 200 V por 30 minutos.

e Realizar la tincion del gel con el protocolo de tincion argéntica usando
solucion de nitrato de plata. Verificar que las muestran hayan sido
amplificadas correctamente.

3. AMPLIFICACION DEL NUMERO DE REPETICIONES CAG DEL GEN HTT
MEDIANTE TP-PCR

Preparar la siguiente mezcla de reaccidon para: una muestra problema,
una muestra control estandar y una muestra blanco:

En la cabina de PCR, preparar 10 uL de mezcla de reaccién con las
siguientes concentraciones finales para cada muestra:

DMSO 4%

Buffer de PCR para enzima taq Platinum 1X
dNTPs 0.2mM c/u

MgCl2 2.3mM

Cebador HD-TP-F 0.1uM

Cebador HD-TP-R 0.1uM

Enzima Long PCR DNA polimerasa 0.07 U/ulL L SAAVEDRAR.
ADN gendémico 0.5 ng/ulL

O O 0O O O O O\O

1,
STHIOING

& Sl e oz -
ULpECES e Emplear el siguiente programa de amplificacion: 5 minutos de

denaturacion inicial a 94°C, seguido de 10 ciclos de denaturacion por 10
segundos a 96°C, 4 minutos, seguido de 20 ciclos (variacion de 2 segundos
por ciclo) de 20 segundos a 94°C, hibridacién por 4 minutos a 68°C, y un
paso de extension final a 68°C por 10 minutos.
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4. VISUALIZACION DE PRODUCTOS DE TP-PCR POR ELECTROFORESIS EN GEL
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DE POLIACRILAMIDA

e Preparar un gel de poliacrilamida al 10% no denaturante para la
electroforesis de los productos de PCR.

e Sembrar en cada pocillo 4ulL de producto de TP-PCR con 3uL de buffer de
siembra. Ademas, se debe colocar un 0.7uL marcador de peso molecular
de 10pb con 2uL de buffer de siembra.

e Administrar un voltaje de 200 V por 60 minutos.

e Realizar la tincidn del gel con el protocolo de tincion argéntica usando
solucién de nitrato de plata. Verificar que las muestran hayan sido
amplificadas correctamente.

5. ELECTROFORESIS CAPILAR
e Preparacion de la placa de Fragmento usando termociclador Proflex.

. e Enuna placa compatible con el equipo proceder con los siguientes pasos:
Preparar una mezcla de 14.5 pL de Formamida 0.5 pL Marcador
GeneScanTM 500 LIZ, por cada muestra, control estdndar y muestra
blanco a evaluarse.

e Dispensar 15 pL de la mezcla en cada pocillo de la placa

e Afadir 2.5 pL. del ADN obtenido en las reacciones de PCR.

e Denaturalizar las muestras a 98°C por 5 minutos.

e Shock térmico de la placa a -20°C antes de introducirla al analizador
genético SEQSTUDIO™.

e Una vez preparada la placa, los productos de las reacciones deben ser

sometidas a electroforesis capilar. Se emplearan las condiciones
recomendadas por el fabricante.
e Usando el Software Plate manager se ingresa la informacién de la placa
para que sea reconocida por el analizador genético.
e Para programar las condiciones de electroforesis capilar se debe tener en
cuenta que el rango de amplificacion varia entre 100 a 500 pb,
Los cebadores empleados estan marcados con 6-FAM y el patrén de peso
molecular esta marcado con GeneScanTM 500 LIZ.

. ANALISIS DE RESULTADOS Y ESTIMACION DEL NUMERO DE REPETICIONES

e Empleando el programa GeneMapperTM, analizar el tamaifio de los
fragmentos generados. El resultado serd un electroferograma con picos
de intensidad determinada y separados de manera proporcional al
tamaio del fragmento.

%
%e25e500
WL 0 N

e Para calcular el nimero de repeticiones de un alelo desconocido, se debe
comparar el electroferograma obtenido empleando el estandar de
secuencia especifica para este procedimiento y los electroferogramas
obtenidos por cada muestra analizada.

e Los dos bidlogos cegados entre ellos, responsables de cada
genotipificaciéon realizada en paralelo, contrastan sus resultados para

) - = .
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elaborar un reporte en conjunto. En caso de incongruencia se reevaltian
los procesos y se repiten las genotipificaciones.

7. INTERPRETACION DE RESULTADOS

e El médico especialista en genética médica o neurogenetista evalta el
reporte, revisa los electroferogramas e informacion asociada, y valida el
reporte con firma y sello correspondiente.

C. DESPUES DEL PROCEDIMIENTO
1. REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO

e Registrar “Reporte de laboratorio a disposicion” en base de datos
“Genotipificaciones” y reporte de genotipificacion para HTT.

2. ENTREGA DE RESULTADO
El médico especialista con formacion en asesoria genética, entrega el
resultado en una consulta especializada de asesoria genética.

Tablal. Tiempo global del procedimiento

~ ACTIVIDAD

81271

Consentimiento

informado y registro de Bidlogo 5
A. PREVIO AL datos
PROCEDIMIENTO Bilogo A 10
Preparacion de ADN
Bidlogo B 10
B. DURANTE EL PROCEDIMIENTO Bidlogo A 37.5
(GENOTIPIFICACION DEL NUMERO DE
REPETICIONES CAG DEL GEN HTT) Bidlogo B 37.5
Biologo A 175
A L Bidlogo B 17.5
C. DESPUES DEL PROCEDIMIENTO (validacion,
interpretacion y emision de resultados genéticos) Médico
neurdlogo/especialista en 5

genética médica

140
|_SAMVEDRAR
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6.4. COMPLICACIONES

e Algunas situaciones propias del procedimiento podrian extender el tiempo del
procedimiento incluyendo:

Factores de la muestra: baja calidad y concentracion de ADN

o Factores de los equipos: problemas de calibracion o inoperatividad.
Factores del procedimiento: No corra bien los amplificados en la electroforesis en
gel de poliacrilamida, No se produzca una buena tincién con nitrato de plata y por
lo tanto no se visualicen las muestras amplificadas.

ViL. RECOMENDACIONES
e Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consentimiento informado que
autorice el procedimiento genético.
e La solicitud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado debe realizarse
‘ directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de
asesoria genética que incluye evaluacion pre-test, test y post-test.

VIIL. ANEXOS
ANEXO 01 : FLUJOGRAMA
ANEXO 02 : CONSENTIMIENTO INFORMADO

) CALDERONS.
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ANEXO 02
CONSENTIMIENTO INFORMADO
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O ®

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBA GENETICA

¢Mwnmubmvﬂnrdmm1

EIADNesa en nuestras cékias y controla tanto su funcionamiento como Ia herencia. En el

mamasawoawummamw (INCN),

R3Comos examenes Que NOS Permiten encontrar camdios en of ADN, llamados mutaciones. Se requiere una muesya de

WQMMuNWdeMmhwdww La muesya serd
para estudio genético refacionado con su enfermedad. No nos es posbie emplear su muestra

para oros exa como - gucosa, efc. identficar los cambios © mutadiones en of ADN puede tomar varios
meses.

(Cuales son los beneficios del estudio genetico?

€ estudio genético nos p ol diagr pe de su enfermedad y poder dare asi una atencion mas
wNWMNMMwMWyMMMbW
tomar decisiones de vida con la ind mas adecuad

¢ Cual puede ser of resultado del estudio?

£l resuftado puede confemar su enfermedad, m«:m—m:.mommn&m«:nm
podriamos pr el dagr La ega de Aados se realza como parte de una consulta especial donde le
mmeMymﬂmmWynuunﬁﬂmmm
por teléfono. En of bempo que e le haya ndicado que demore of procesamiento de su muestra, Ud. debe coordinar una cita
para entrega de resutados y/'o asesoria gendtca

¢Cudles son las molestias y rlesgos para Ud. al realizar el estudio genético?

Las molestias que Ud. sentird en & ob de sangre serd aigo de dolor por el pinchazo de s aguja y rara vez pocria
presentar un moretdn en ol drea donde se le Introdujo la aguga o bien una infecdién en la zona de punadn. En este Gtimo
cas0, serd atendido por personal de la Instaucion sin costo adiconal. Al conccer of resultado, esta informacidn podria
CCAsoNArie PreocuPancn y temor por las cas personales. amilares, laborales y sociales de fevar una
enfermedad hereditaraa. para lo cual se le bondard apoyo y anentacion en consultas especidies de asescria. iguaimente, =i
otras perzonas saben Que uno tiene una enfermedad heradtaria, oros miembros de fa famiia © las personas akededor de
UNo pueden dISCIMINAMos.

DECLARACION DEL SOLICITANTE

He sido ndormadola) acerca de o postuidad de un estudo QENdtco y he tenido 13 cparturvdad de hacer las
Proguntas Necesanas acerca cel pr dry estoy satsfecho(a) con las explcaciones recitidas y doy volurtanamente
mi consenSmeento para:

L Que se me extraiga una Muesa para estudio genético de:
83891.01 . Extraccién de ADN a partr de sangre perférica

81271 - HTT (hurtingtina) (p.oj.. ka end dad de Hunangton) andisis e genes; evaluacion para detectar
Aeios ales (p. of . expar )

2 Que Si se me nforme el resultado genético &

Sotve of pacinte

Nombee completo:
Dhe: FIRMA:

Sabve el profesions! 8¢ salvd que brindd ¢ CONBEMANNAID Idormado.
Nombre completo

DNt FIRMA:
Fecha

St ef solicitante PO €513 CIPACILITO Para dav Su CONSENUMIONIO

Yo como responsable del solcanie, doy cor pxael ABO ¢

Nombee completo
Dt
Fecha y harx
FIRMA
Jr. Ancash N* 1271 Uma Cercado, Perd
«S1140177T9
\@\\DDEM

§% Nufs;
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