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INTRODUCCION

El Departamento de Biologia Celular se encuentra adscrito a la Subdireccién de Investigacion
Biomédica, surge en el afio de 1986, a partir de la necesidad de apoyar con esta tecnologia los
estudios e investigaciones de problemas y patologias de la reproduccién humana, como son: Gineco-
Obstétricos, Fetales y Neonatales que generen nuevos conocimientos basicos y basico-clinicos.

Su ambito de acciébn es el éarea morfolégica estructural y ultraestructural, asi como la
inmunohistoquimica y la inmunolocalizacién en el microscopio electrénico, para lo que se cuenta con 2
laboratorios, Biologia Celular 1 y Biologia Celular 2.

Asi mismo, empleando técnicas de biologia molecular y cultivo celular se pretende tener un abordaje
morfo-funcional de los problemas perinatales estudiados.

El presente Manual constituye un elemento indispensable, ya que presenta la informacion detallada,
ordenada, sistematica e integral que contiene las instrucciones, responsabilidades e informacién sobre
politicas, sistemas y procedimientos de las distintas actividades que se realizan en el Departamento de
Biologia Celular, asi como la interaccién que presenta con las demas areas del INPer.

La correcta operaciéon del contenido de este Manual, debera ser supervisada por el titular del area,
guien adicionalmente sera responsable de su resguardo, difusion, implantacién y actualizacion.

I. - OBJETIVO DEL MANUAL

Dar a conocer en forma general los procedimientos que se llevan a cabo para procesar muestras
biolégicas, tanto solidas como liquidas para su observacion y analisis por microscopia electrénica, asi
como describir los pasos y procedimientos de técnicas de biologia molecular, cultivo celular e
inmunologia, involucradas en los andlisis genéticos y funcionales de células y tejidos humanos.
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Il.- MARCO JURIDICO

Constitucién Politica de los Estados Unidos Mexicanos.
Ley de Planeacion.

Ley Organica de la Administracion Publica Federal.

Ley de los Institutos Nacionales de Salud.

Ley Federal de Derechos.

Ley General de Salud.

Ley de Salud para el Distrito Federal.

Ley General de Educacion.

Ley General de Poblacién.

Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion.

Ley Federal de las Entidades Paraestatales.
Reglamento Interior del Consejo de Salubridad General.
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Prestacién 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 Investigacién para la Salud.

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

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Sanidad Internacional.
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.
Reglamento Interior de la Comisién Interinstitucional de Investigacion en Salud.

Reglamento Interior de la Comision Intersecretarial de la Industria Farmacéutica.

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

1.1 Determinar las posibles alteraciones estructurales, ultraestructurales e identificacion de particulas
semejantes a virus como proteinas virales en las muestras procesadas y observadas en el
microscopio electronico, asi como en las micrografias electronicas.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacion, a la Subdireccién de
Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operacion, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccidn de Investigacion a través de la Subdireccién de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas
de operacién, normas y lineamientos:

o Verificar que el Investigador y/o Quimico del Departamento dé buen uso al equipo necesario
para la realizacion de su trabajo.

e Supervisar que el investigador y/o quimico del Departamento dé buen uso y manejo a las
muestras bioldgicas, evitando su pérdida, asi como el manejo de los residuos biolégicos.

¢ Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y deberd adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes asi como utilizar la campana
de extraccion para el andlisis de las muestras.
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4.0 Descripcion del procedimiento

Secuencia de

Biomédica llevar a cabo el procedimiento para el
proceso de muestras de placentas y membranas
(amnios y corion) de pacientes VIH positivas.

Actividad Responsable
Etapas
1.0 Emision de 1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion | Direccion de Investigacion
instruccion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el proceso de muestras de
placentas y membranas (amnios y corion) de pacientes
VIH positivas, cuando el Departamento de Tococirugia
y Urgencias avise sobre una placenta disponible.

¢ Procede?

No: Espera aviso del Departamento de Tococirugia y
Urgencias.

Termina procedimiento

Si: Continua procedimiento

Subdireccién de
Investigacion Biomédica

3.0 Recepcion del
aviso y toma de
muestras de la

3.1 Recibe aviso y el Investigador y/o Quimico, toma las
muestras de la placenta y los datos de la paciente,
incluyendo el nimero de expediente, mismos que turna

Departamento de Biologia
Celular

placenta al Laboratorio del Departamento de Biologia Celular.
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Secuencia de

Etapas Actividad Responsable
4.0 Proceso de 4.1 Requisita el Investigador y/o Quimico del| Departamento de Biologia
muestra Laboratorio, el formato “Control de Muestras Celular

Biologicas” (3230-01) y procesa la muestra por la
“Técnica para Microscopia Electronica” y para
inmunolocalizacién hasta tener contrastada la rejilla con
la muestra; otros fragmentos los procesa para inclusion
en parafina y realiza técnicas de inmunohistoquimica.

4.2 Observa el Investigador y/o Quimico la rejilla en el
microscopio electronico; toma fotografias, requisita
formato “Control de Microscopio Electrénico” (3230-02),
observa la reaccibn inmunohistoquimica en el
microscopio optico y turna al técnico en fotografia.

e 3230-01

e 3230-02

5.0 Impresion

5.1 Revela e imprime el Investigador a cargo del
microscopio electrénico, las fotografias tomadas en
el microscopio electronico, mejora el contraste,
realiza amplificacion adecuada y entrega al
Investigador para la interpretacién correspondiente.

e Fotografias de microscopio

Departamento de Biologia
Celular

6.0 Interpretacion

6.1 Recibe el Investigador y/o Quimico del
Laboratorio las fotografias; analiza e interpreta las
micrografias electronicas y posteriormente las
archiva.

e Archivo

TERMINA PROCEDIMIENTO

Departamento de Biologia
Celular
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5.0 Diagrama de Flujo

Direccion de Investigacion Subdlrecmo_n d? I_nvestlgaC|on Departamento de Biologia Celular
Biomédica
1
Emision de
instruccion.
y 2
Recepcion de
instruccion
v 3
Recepcion del aviso
y toma de muestras
de la placenta
v 4
Proceso de muestra
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< 5
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6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5 02/08
ecretaria de Salud
S Salu 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro No Aolica
Espinosa de los Reyes P
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de No Aolica
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes P

7.0 Registros

. Tiempo de Cadigo de registro o
RS conservacion Negrersshle 66 GENEERENT identificacion Unica
Contrgl qle'Mutf.:stras 3 AfiOS Departamento de Biologia 3930-01
Bioldgicas Celular
Control del !\/Il_cro”scoplo 3 AROS Departamento de Biologia 3930-02
Electronico Celular

8.0 Glosario

8.1 Membranas (amnios y corion): Estructuras temporales interpuestas entre el embrion/feto y los
tejidos maternos.

8.2 VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

9.0 Cambios de estaversion

Numero de Revision | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio
4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
10.1 Control de Muestras Bioldgicas. (3230-01)
10.2 Control del Microscopio Electronico (3230-02)
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1.0 Proposito
1.1 Tipificar por inmunohistoquimica el VPH con el objeto de determinar lesiones cervicales infectadas
por el VPH de bajo, intermedio o alto riesgo capaces de generar un cancer cérvico uterino.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacién, a la Subdireccion de
Investigacion Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a las usuarias de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operacion, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccién de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas
de operacién, normas y lineamientos:

Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

Indicar al Investigador y/o Quimico utilizar las protecciones necesarias para procesar las
muestras biologicas en la campana de extraccién (proteccion en ojos, nariz, boca y manos),
con la finalidad de proteger mucosas y piel.

Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y debera adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes asi como utilizar la campana
de extraccion para el andlisis de las muestras.

Verificar que el Investigador y/o Quimico, haga buen uso y manejo de las muestras biolégicas,
evitando su pérdida, a la vez de supervisar el manejo de los residuos biolégicos y reactivos
toxicos utilizados en el procedimiento.
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4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccion

1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica llevar a cabo el proceso de muestras
biolégicas de lesiones cervicales de pacientes con
probable infeccion genital por el virus del papiloma
humano (VPH).

Direccion de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para el
proceso de muestras bioldgicas de lesiones
cervicales de pacientes con probable infeccion genital
por el virus del papiloma humano (VPH).

Subdireccion de
Investigacién Biomédica

3.0 Entrega de
frascos con soluciéon
fijadora

3.1 Proporciona frascos con solucion fijadora para
depositar las biopsias cervicales obtenidas por
colposcopia a la Unidad de Oncologia.

3.2 Solicita a la Coordinacién de Oncologia avise
para recibir las muestras.

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Recepcién de

4.1 Recibe las muestras de la Coordinacion de
Oncologia, el Investigador y/o Quimico del
Departamento y verifica que estén anotados el

Departamento de Biologia

Labonne Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

muestras , ! . Celular
nombre y numero de expediente del paciente en los
recipientes.
¢ Procede?
No: Solicita la informacién necesaria
Termina procedimiento
Si: Continua procedimiento
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5.0 Registro de datos

5.1 Anota el Investigador y/o Quimico en “libreta de
registro” los datos de las muestras y asigna un
numero de control.

o Libreta de registro

Departamento de Biologia
Celular

6.0 Proceso de
muestra

6.1 Procesa el Investigador y/o Quimico, las
muestras para su inclusion en parafina, corta en el
micrétomo y monta en el portaobjeto especial para el
proceso siguiente.

6.2 Tipifica por el método de “Hibridacion in Situ” el
Investigador y/o Quimico para poner de manifiesto la
presencia de VPH por “Inmunohistoquimica” y lleva a
cabo las observaciones pertinentes.

6.3 Analiza y obtiene resultados.

e Resultados

Departamento de Biologia
Celular

7.0 Reproceso de

7.1 Reprocesa el Investigador y/o Quimico algunas
muestras por la “Técnica habitual para Microscopio
Electronico”, observa en el microscopio alteraciones

Departamento de Biologia
Celular

muestras celulares e identifica particulas semejantes a virus y
toma fotos.
8.1 Analiza e interpreta las micrografias electronicas
para elaborar articulo de investigacion.
8.0 Andlisis e Departamento de Biologia

interpretacion

e Articulo de investigacion
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Direccion de Investigacion

Subdireccion de Investigacion

Biomédica

Departamento de Biologia Celular

6

Proceso de muestra

Resultados

7
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muestras
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. INPer-DI-SIB-
sawwp [ — DBC-MP-02
| - Departamento de Biologia Celular
2.- Proceso de muestras biologicas de lesiones cervicales de Rev. 4
pacientes con probable infeccién genital por el
virus del papiloma humano (VPH) Hoja: 7de 7
6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracion de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro No Aplica
Espinosa de los Reyes P
Manual de Organizacibn Especifico del Instituto Nacional de No Aplica
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes P

7.0 Registros

. Tiempo de Cddigo de registro o
Registros . Responsable de conservarlo : N 2%
conservacion identificacion Gnica
. . o Departamento de Biologia .
Libreta de Registro 1 ano P g No Aplica
Celular
~ Departamento de Biologia .
Resultados 1 afo P 9 No Aplica
Celular
. L, Archivo Departamento de Biologia .
Articulo de Investigacion L P 9 No Aplica
Historico Celular
8.0 Glosario
8.1 VPH: Virus de Papiloma Humano.
9.0 Cambios de esta version
Numero de Revisién | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio
4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
No Aplica.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
s INPer-DI-SIB-
SALUD { ! ] j DBC-MP-03
. B Departamento de Biologia Celular
SECRETARIA R 4
R 3.- Proceso de muestras de semen de pacientes ev.
con problemas de infertilidad Hoja: 2 de 7

1.0 Proposito

1.1 Establecer las probables alteraciones ultraestructurales de los espermatozoides, en los casos que
no pueden se diagnosticados por clinica y/o microscopia Optica, como apoyo diagndstico en la
infertilidad del varon.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacién, a la Subdireccion de
Investigacion Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operacion, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacién, normas y lineamientos:

e Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

e Procesar las muestras biolégicas en la campana de extraccion y con proteccidén en 0jos, nariz,
boca y manos con la finalidad de proteger mucosas y piel.

e Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y deberd adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes asi como utilizar la campana
de extraccion para el andlisis de las muestras.

o Verificar que el Investigador y/o Quimico, haga buen uso y manejo de las muestras bioldgicas,
evitando su pérdida, a la vez de supervisar el manejo de los residuos biolégicos y reactivos
toxicos utilizados en el procedimiento.
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DE SALUD

3.- Proceso de muestras de semen de pacientes
con problemas de infertilidad

INPer-DI-SIB-
DBC-MP-03

Rev. 4

Hoja: 3de 7

4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccion

1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica lleve a cabo el procedimiento para el
proceso de muestras de semen de pacientes con
problemas de infertilidad.

Direccion de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para el
proceso de muestras de semen de pacientes con
problemas de infertilidad y recibir las muestras de la
Coordinacién de Andrologia de acuerdo al protocolo
de investigacion vigente.

Subdireccion de
Investigacion Biomédica

3.0 Recepcion de
muestras

3.1 Recibe las muestras, el Investigador y/o Quimico
llena el formato “Control de Muestras Bioldgicas”
(3230-01), procesa la muestra por la “Técnica
habitual para microscopia electrénica” hasta tener
contrastada la rejilla con la muestra.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento
S| Continua procedimiento

e 3230-01

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Observacion

4.1 Observa la rejilla en el microscopio electrénico,
toma fotografias de los hallazgos, llena el formato
“Control del Microscopio Electronico” (3230-02) y
turna al Técnico en Fotografia.

e 3230-02

Departamento de Biologia
Celular
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Rev. 4
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5.0 Revelado e
impresion

5.1 Revela e imprime las fotografias tomadas en el
microscopio electrénico, de ser posible el Técnico en
Fotografia mejora el contraste de algunas fotos y
realiza las ampliaciones adecuadas.

5.2 Turna al investigador.

e [Fotografias

Departamento de Biologia
Celular

6.0 Andlisis e

6.1 Analiza e interpreta las micrografias electronicas,

Departamento de Biologia

Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

Interpretacion el Investigador y/o Quimico, anota los resultados Celular

obtenidos y los turna a la Coordinacion de Andrologia

para su archivo correspondiente.

e Archivo
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5.0 Diagramade Flujo

Subdireccion de Investigacion

Direccion de Investigacion . - - Departamento de Biologia Celular
Biomédica

Inicio

Emision de
instruccion v

Recepcion de
instruccion v 3

Recepcion de

Muestras
3230-0
No

Observacion

3230-0

5

Revelado e

impresion
Fotografia

v 6

Analisis e
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A 4
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e INPer-DI-SIB-
@ _ - DBC-MP-03
. Departamento de Biologia Celular
3.- Proceso de muestras de semen de pacientes Rev. 4
con problemas de infertilidad Hoja: 6 de 7

6.0 Documentos de referencia

Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes

Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Orgénico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro No Aol
Espinosa de los Reyes 0 Aplica
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de :
No Aplica

7.0 Registros

Registros VIEES de Responsable de conservarlo C_:odlg_o_ i re gl,str_o 0
conservacion identificacion Unica
Contrpl qle'Mue’fstras 3 afios Departamento de Biologia 3230-01
Bioldgicas Celular
Control del !\/II'CFO”SCOpIO 3 afios Departamento de Biologia 3230-02
Electronico Celular
Fotografias 5 afios Servicio de Archivo Clinico No Aplica
Archivo 5 afios Coordinacién de Andrologia No Aplica
8.0 Glosario

8.1 Infertilidad: Incapacidad de una pareja para lograr un embarazo después de un afio de relaciones
sexuales, sin la utilizacion de algan método anticonceptivo.

9.0 Cambios de esta versién

Numero de Revision | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio

4 15-07-11 Actualizacion
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R 3.- Proceso de muestras de semen de pacientes Rev. 4
con problemas de infertilidad Hoja: 7 de 7
10.0 Anexos
10.1 Control de Muestras Biologicas (3230-01)
10.2 Control del Microscopio Electrénico (3230-02)
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4.- Procesar muestras de diversos tejidos que requieren
de un diagndstico ultra estructural
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P INPer-DI-SIB-
SALUD . ; . , DBC-MP-04
| & Departamento de Biologia Celular
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R 4.- Procesar muestras de diversos tejidos que requieren ev.
de un diagndstico ultra estructural Hoja: 2 de 6

1.0 Proposito

1.1 Observar en el microscopio electrénico las diversas muestras; asi como analizar e identificar las
posibles alteraciones morfolégicas ultraestructurales y la posible identificacion de particulas
semejantes a bacterias o virus para realizar un diagndstico ultraestructural.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccidén de Investigacién, a la Subdireccién de
Investigacion Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

3.0 Politicas de operacion, normas y lineamientos

3.1 Serd responsabilidad de la Direccion de Investigacion, a través de la Subdireccion de
Investigaciébn Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las
siguientes politicas, normas y lineamientos:

o Verificar el buen uso del equipo de Laboratorio.

e Corroborar que el Investigador y/o Quimico cumpla con las normas de seguridad establecidas
en el laboratorio con la finalidad de proteger mucosas y piel, durante el procesamiento de
muestras bioldgicas en la campana de extraccion.

e Verificar el adecuado y correcto manejo de las muestras bioldgicas, de su manejo durante el
procesamiento, asi como el de su almacenamiento y desecho, con la intencion de evitar su
desnaturalizacién o pérdida. De igual manera debera verificar el adecuado manejo de los
residuos biolégicos y reactivos toxicos, con la intencién de evitar su pérdida, derramamiento o
evaporacion.

e Tomar medidas de seguridad para el manejo de muestras infecto-contagiosas y sustancias
toxico-cancerigenas.

e Brindar apoyo para el andlisis de muestras biolégicas a las Subdirecciones de Ginecologia y
Obstetricia y de Investigacion Clinica cuando exista un protocolo de investigacion.

e Apoyar a la Subdireccion de Medicina Reproductiva en el analisis ultramicroscopico de
muestras del servicio de Andrologia cuando exista un protocolo de investigacion.

e Obtener la informacion de interés mediante el analisis de las impresiones fotograficas
obtenidas a partir de las muestras.

e Elaborar, el investigador responsable de la investigacion, un informe técnico el cual podra ser
utilizado para generar una publicacion.
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SECRETARIA
DE SALUD
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de un diagnéstico ultra estructural

INPer-DI-SIB-
DBC-MP-04

Rev. 4

Hoja: 3de 6

4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Indicacién para
recibir muestras y
procesarlas

1.1 Indica a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, recibir y procesar las muestras
provenientes de las  Subdirecciones de
Ginecologia y Obstetricia, Medicina Reproductiva
e Investigacion Clinica.

Direccién de Investigacion

2.0. Recepcion de
muestras biologicas

2.1 Recibe muestras y transmite la indicacion al
Departamento de Biologia Celular.

Subdireccion de
Investigacion Biomédica

3.0 Anotaciéon en

3.1 Anota en la libreta de registro los datos de las
muestras para darle un nimero de control y llena

Departamento de Biologia

4.0 Observacion en

4.2 Toma fotografias de los hallazgos y llena el

libreta de registro registro “Control de Muestras Biologicas” Celular
para numero de (3230-01).
control e 3230-01

4.1 Observa la imagen en el microscopio

electronico.

Departamento de Biologia
Celular

5.0 Revelacion e
impresion de
preparaciones

microscopio formato de “Control del microscopio electrénico”
electrénico (3230-02).
e 3230-02
51 Revela e imprime las preparaciones

procesadas en el microscopio electrénico.
¢, Procede?
No: Regresa a la actividad no 4.

Si: Continua procedimiento

Departamento de Biologia
Celular

6.1 Observa las preparaciones procesadas en el

Labonne Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

6.0 Observaciony  |microscopio electronico, analiza 'y obtiene| pepartamento de Biologia
obtencion de resultados y turna a la Subdireccion de Celular
resultados Investigacion ~ Biomédica para el tramite

correspondiente.
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Hoja: 4 de 6

5.0 Diagramade Flujo

Direccion de Investigacion

Investigacion Biomeédica
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Departamento de Biologia Celular
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Recepcion de

v 3
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4

Observacion en
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Si

Observacion y
obtencion de
resultados
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. INPer-DI-SIB-
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. Departamento de Biologia Celular
4.- Procesar muestras de diversos tejidos que requieren Rev. 4
de un diagnéstico ultra estructural Hoja: 5 de 6
6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manuales de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa No Aplica
de los Reyes P
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de Perinatologia .
. i No Aplica
Isidro Espinosa de los Reyes

7.0 Registros

Cadigo de registro o
identificacion Unica

Tiempo de

. R nsabl nservarl
SOTEE A esponsable de conservarlo

Registros

“Control de Muestras Departamento de Biologia

Bioldgicas” 3 Afios Celular 3230-01
Control del Mlpr9§coplo 3 Afios Departamento de Biologia 3230-02
Electronico Celular

8.0 Glosario

8.1 Microscopio: El microscopio es un instrumento que permite observar objetos que son demasiado
pequefios para ser vistos a simple vista.

8.2 Muestra bioldgica: Pequefia porcidén de tejido tomado biopsia, células obtenidas por cultivo o
liquidos Corporales por aspiracién para su estudio.

8.3 Reactivo Téxico: Sustancia quimica usada en el procesamiento de las muestras biolégicas que
potencialmente tienen efectos nocivos en la salud (mutagénicos, cancerigenos, fijacion de
mucosas, problemas dermatoldgicos, entre otros) en las personas que los manejan a corto,
mediano y largo plazo.

8.4 Residuo Bioldgico: Sobrante de la biopsia o de la muestra biol6gica.

CONTROL DE EMISION Con base en el Art. 54 del Estatuto Organico del INPer
Elaboré : Reviso6 : Autorizé:
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8.5 Sustancia Toxico-Cancerigena: Sustancia quimica usada en el proceso de la muestra biolégica
gue puede inducir potencialmente un proceso neoplasico maligno (cancer) en las personas
expuestas que manejan este tipo desustancias como son: tetradxido de osmio, resinas epoxicas,

diaminobencidina, resina hidrofilica y otras.

9.0 Cambios de esta version

NuUmero de Revision

Fecha de la actualizacion

Descripcion del cambio

4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
10.1 Control de Muestras Biologicas (3230-01)
10.2 Control del Microscopio electrénico (3220-02)
CONTROL DE EMISION Con base en el Art. 54 del Estatuto Organico del INPer
Elaboré : Reviso6 : Autorizé:
Nombre Dra. Blanca Eugenia Farfan Dr. Arturo Cérbulo

Dr. Arturo Cérbulo Vazquez
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Labonne
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1.0 Propésito

1.1 Observar en el microscopio electronico las alteraciones morfolégicas que presentan diversas lineas
celulares, al cultivarse en presencia de diversos microorganismos de interés bacteriologico.
Asimismo, identificar en las células sometidas a co cultivd, la presencia de diversas moléculas en
forma intracelular mediante inmunolocalizacion, con el objetivo de analizar las diferencias que se
presentan en diversas patologias.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacion, a la Subdireccion de
Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operaciéon, normas y lineamientos

3.1 Seréa responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccidén de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacion, normas y lineamientos:

e Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

e Procesar las muestras biolégicas en la campana de extraccion y con proteccion en 0jos, nariz,
boca y manos con la finalidad de proteger mucosas y piel.

¢ Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y debera adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes, bata asi como utilizar la
campana de extraccion para el andlisis de las muestras.

¢ Mantener siempre una reserva de las lineas celulares empleadas. En forma viable y libre de
contaminacion.

¢ Mantener las areas, equipo e instrumentos empleados para el cultivo de las lineas celulares,
en condiciones Optimas de uso.
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5.- Realizar el cultivo celular inoculado
con microorganismos

4.0 Descripcion del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccion

Instruye a la Subdireccion de Investigacion Biomeédica
llevar a cabo el procedimiento para realizar cultivo
celular inoculado con microorganismos.

Direccion de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccién

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para cultivo
celular inoculado con microorganismos.

Subdirecciéon de

Investigacion Biomédica

3.0 Recepcion de
cultivo

3.1 Recibe de las diferentes &reas del Instituto los
cultivos de microorganismos, en el medio de cultivo y
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC),
necesarias, segun lo estipulado previamente.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento
S| Continua procedimiento

e Cultivo

Departamento de Biologia

Celular

4.0 Realizacion de
Inoculacion

4.1 Realiza la inoculacion en los cultivos celulares.
Llena el formato “Control de muestras bioldgicas”
(3230-01) y procesa la muestra por la técnica habitual
para microscopia electronica hasta tener contrastada
la rejilla con la muestra.

e 3230-01

Departamento de Biologia

Celular

5.0 Observacion del
cultivo

5.1 Observa la rejilla en el microscopio electronico.
Toma fotografias de los hallazgos y llena el formato
de “Control del microscopio electrénico” (3230-02).

e 3230-02

Departamento de Biologia

Celular

CONTROL DE EMISION
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6.0 Revelado e
impresion de
fotografias

6.1 Revela e imprime las fotografias tomadas en el
microscopio electronico, el Investigador a cargo del
microscopio, mejora el contraste de algunas fotos y
realiza las amplificaciones adecuadas.

6.2 Turna al investigador que realizara el analisis.

e [otografias

Departamento de Biologia
Celular

7.0 Analisis e
Interpretacion

7.1 Analiza e interpreta los resultados obtenidos y
realiza un informe donde sefiala y describe las
observaciones realizadas.

7.2 Envia informa a la Subdireccién de Investigacion
Biomédica.

e Informe

TERMINA PROCEDIMIENTO

Departamento de Biologia
Celular
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5.0 Diagrama de Flujo

Direccion de Investigacion Subdlrecmo_n d? I_nvestlgamon Departamento de Biologia Celular
Biomédica
( Inicio )
1
Emision de
instruccion
2
Recepcion de
instruccion

3

Recepcion de cultivo
No
Procede
A 4
Si ( Término )
4
Realizacion de
Inoculacién
5
Observacion del
cultivo
3230-02
A 4
A:
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Direccidon de Investigacion

Subdireccion de Investigacion

Biomédica

Departamento de Biologia Celular

Revelado e
impresion de
fotografias

Fotografias

Analisis e
Interpretacion

A
( Término )

Informe

CONTROL DE EMISION

Con base en el Art. 54 del Estatuto Organico del INPer

Elaboré :

Reviso6 :

Autorizé:

Nombre

Dra. Blanca Eugenia Farfan

Labonne
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6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracion de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro :
: No Aplica
Espinosa de los Reyes
Manual de Organizacién Especifico del Instituto Nacional de .
: P : No Aplica
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes

7.0 Registros

Registros Emee d_e' Responsable de conservarlo (_30d|glo‘ de re gl’str.o 0
conservacion identificacion Gnica
Contrt_)l qle_Mut:::stras 3 afios Departamento de Biologia 3930-01
Bioldgicas Celular
Control del Mlpr9§coplo 3 afios Departamento de Biologia 3230-02
Electronico Celular
Fotografias 5 afos Servicio de Archivo Clinico No Aplica
Informe 3 afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular

8.0 Glosario

8.1 Campana de Extraccién: Aparato en cual se manejan las muestras biolégicas, asi como los
reactivos toxicos y/o volatiles para procesar dichas muestras y evitar efectos nocivos en la salud
de las personas que realizan ente procedimiento.

9.0 Cambios de esta version

Numero de Revision | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio
4 15-07-11 Actualizacion
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10.0 Anexos
10.1 Control de Muestras Biologicas (3230-01)
10.2 Control del Microscopio Electrénico (3230-02)
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6.- Determinacion de marcadores de superficie celular
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1.0 Propésito

1.1 Determinar en forma cualitativa y cuantitativa subpoblaciones de linfocitos, utilizando anticuerpos
monoclonales especificos conjugados con fluorocromos, mediante inmunocitometria de flujo.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacion, a la Subdireccion de
Investigacion Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operacion, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacion, normas y lineamientos:

Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

Usar y manejar las muestras biologicas de forma correcta, evitando su pérdida; asi como el
buen manejo de los residuos peligrosos.

Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y debera adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes, bata asi como utilizar la
campana de extraccion para el andlisis de las muestras.

Mantener los anticuerpos monoclonales especificos de fenotipificacion fluorescentes, siempre
una temperatura de 4°C, en forma viable y libre de contaminacion.

Recibir de las diferentes areas del Instituto las muestras de sangre periférica, de cordén
umbilical o de sangre coriodeciudal y colectarla en tubos con sistema vacutainer conteniendo
heparina como anticoagulante. El liquido peritoneal se colectara en tubos de polipropileno de 15 ml.,
sin anticoagulante.

Mantener las areas, equipo e instrumentos empleados para la determinacién de marcadores
de fenotipificacion en 6ptimas condiciones.
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4.0 Descripcion del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccién

Instruye a la Subdireccion de Investigacion Biomeédica
llevar a cabo el procedimiento para la determinacion
de marcadores de superficie celular.

Direccion de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular, realizar el procedimiento para la
determinacion de marcadores de superficie celular.

Subdireccion de
Investigacién Biomédica

3.0 Recepcion de
muestras

3.1 Recibe de las diferentes areas del Instituto las
muestras.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento

Si: Continua procedimiento
e Muestras

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Realizacion de
técnica de
inmunotipificacion

4.1 Realiza la técnica de inmunotipificacion,
empleando tubos previamente etiquetados. Se le
adiciona la cantidad adecuada de anticuerpo
monoclonal, se incuba, se lisan los eritrocitos que
puedan interferir en la reaccion antigeno anticuerpo.
Se centrifuga la muestra para recuperar el paquete
celular, se decanta el sobrenadante y se adiciona el
paquete celular una solucién de paraformaldehido al
1% en PBS.

Departamento de Biologia
Celular

5.0 Adquisicién de la
muestra en el
citbmetro

5.1 Adquiere el servicio de Citometria de Flujo, la
muestra en el citdbmetro de flujo.

Departamento de Biologia
Celular

6.0 Andlisis de los
datos

6.1 Analiza los datos adquiridos y realiza una
impresion de los mismos.

e Impresion

Departamento de Biologia
Celular

CONTROL DE EMISION
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7.0 Interpretacion 7.1 Interpreta los resultados obtenidos y realiza un| Departamento de Biologia
informe escrito donde sefiala y describe las Celular
observaciones realizadas.

e Informe
TERMINA PROCEDIMIENTO
CONTROL DE EMISION Con base en el Art. 54 del Estatuto Organico del INPer
Elaboré : Reviso6 : Autorizé:
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5.0 Diagramade Flujo
Direccion de Investigacion Subdlreccg(agrgzciir;\;estlgamon Departamento de Biologia Celular
( Inicio )
1
Emision de
instruccién
2
Recepcion de
instruccion l
3
Recepcion de
muestras
No
y
( Término )
4
Realizacion de
técnica de
inmunotipificacion
5
Adquisicion de la
muestra en el
citbmetro
A 4
A:
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Direccidn de Investigacion

Subdireccion de Investigacion

Biomédica

Departamento de Biologia Celular

6

Analisis de los datos

Impresion

Interpretacion

Informe

A
( Término )
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6.0 Documentos de referencia

Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes

Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracion de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Orgénico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro No Aol
Espinosa de los Reyes 0 Aplica
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de :
No Aplica

7.0 Registros

. Tiempo de Cadigo de registro o
Registros . Responsable de conservarlo : SNSae
conservacion identificacion Unica
. Departamento de Biologia ,
Muestra No Aplica Celular No Aplica
., ~ Departamento de Biologia .
Impresion 3 afios Celular No Aplica
Informe 3 afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular
8.0 Glosario
8.1 Campana de Extraccion: Aparato en cual se manejan las muestras biolégicas, asi como los
reactivos toxicos y/o volatiles para procesar dichas muestras y evitar efectos nocivos en la salud
de las personas que realizan ente procedimiento.
9.0 Cambios de estaversion

NUmero de Revision

Fecha de la actualizacion

Descripcion del cambio

4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
No Aplica.
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1.0 Propdsito

1.1 Identificar y cuantificar citocinas en forma intracelular, empleando anticuerpos monoclonales
especificos fluorescente mediante inmunocitometria de flujo, para obtener resultados que aporten
nuevos conocimientos en la atencion meédica.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacién, a la Subdireccion de
Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operaciéon, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccion de Investigacion, a través de la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacién, normas y lineamientos:

Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

Usar y manejar las muestras biologicas de forma correcta, evitando su pérdida; asi como el
buen manejo de los residuos peligrosos.

Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias toxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y deberd adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes, bata asi como utilizar la
campana de extraccion para el andlisis de las muestras.

Mantener los anticuerpos monoclonales especificos de fenotipificacién fluorescentes, siempre
una temperatura de 4°C, en forma viable y libre de contaminacion.

Recibir de las diferentes areas del Instituto las muestras de sangre periférica, de cordon
umbilical o de sangre coriodeciudal y colectarla en tubos con sistema vacutainer conteniendo
heparina como anticoagulante. El liquido peritoneal se colectara en tubos de polipropileno de 15 ml.,
sin anticoagulante.

Realizar la activacion in vitro de las muestras, utilizando activadores generales e inhibidor del
transporte de proteinas. Las muestras se incuban por 4 horas a 37°C con 5% de CO,, se les debera
adicionar la cantidad de anticuerpo monoclonal de fenotipificacion en tubos previamente etiquetados
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e incubarlas por espacio de 30 min., a temperatura ambiente. Posterior a esto, se debera adicionar el
reactivo de fijacion, incubar, lavar con PBS-BSA, centrifugar y decantar sobre el sobrenadante. Al
paquete celular se le debera adicionar el reactivo de permeabilizacion, se incuba, lava, centrifuga,
decanta y se suspende el paquete celular. La muestra se debera fijar mediante la adicién de

paraformaldehido al 1% en PBS, hasta su adquisicion en el citometro de flujo.

Mantener las areas, equipo e instrumentos empleados para la determinacion de marcadores

intracelulares en Gptimas condiciones.
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4.0 Descripcién del

procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccién

1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica llevar a cabo el procedimiento para la
determinacion de citocinas intracelulares empleando
anticuerpos monoclonales especificos, conjugados
con fluorocromos, mediante citometria de flujo.

Direccion de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para la
determinacion de citocinas intracelulares empleando
anticuerpos monoclonales especificos conjugados
con fluorocromos, mediante citometria de flujo.

Subdireccion de
Investigacién Biomédica

3.0 Recepcion de
muestras

3.1 Recibe de las diferentes areas del Instituto las
muestras de sangre periférica, de cordon umbilical o
de sangre coriodecidual segun corresponda.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento
Si: Continda procedimiento

e Muestras

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Activacion de la
muestra

4.1 Realiza la activacion in vitro de las muestras.

Departamento de Biologia
Celular

5.0 Adquisicién de
muestra en citbmetro

5.1 Adquiere el servicio de Citometria, la muestra en
el citdbmetro de flujo.

Departamento de Biologia
Celular

6.0 Andlisis de datos

6.1 Analiza los datos obtenidos y realiza una
impresion de los mismos.

e Impresion de datos

Departamento de Biologia
Celular
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Direccion de Investigacion

Subdireccion de Investigacion

Biomédica

Departamento de Biologia Celular
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Analisis de datos
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6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
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Espinosa de los Reyes P
Manual de Organizacibn Especifico del Instituto Nacional de No Aplica
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes P

7.0 Registros

. Tiempo de Cadigo de registro o
Registros . Responsable de conservarlo X P
conservacion identificacion Gnica
: Departamento de Biologia .
Muestras No Aplica Celular No Aplica
Impresion de datos 3 afos Departamento de Biologia No Aplica
Celular
Informe 3 afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular

8.0 Glosario

8.1 Campana de Extraccion: Aparato en cual se manejan las muestras bioldgicas, asi como los
reactivos toxicos y/o voléatiles para procesar dichas muestras y evitar efectos nocivos en la salud
de las personas que realizan ente procedimiento.

9.0 Cambios de esta version

Numero de Revision | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio
4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
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1.0 Propdsito

11

Determinar las concentraciones de citosina solubles u otros analitos de interés mediante ensayos

inmunoenzimaticos ELISA tipo “sandwich”, en muestras provenientes de liquidos biologicos o cultivo
celular, a fin de obtener resultados que aporten nuevos conocimientos en la atencion médica.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacién, a la Subdireccion de
Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operacién, normas y lineamientos

3.1 Seréa responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacién, normas y lineamientos:

Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

Usar y manejar las muestras biologicas de forma correcta, evitando su pérdida; asi como el
buen manejo de los residuos peligrosos.

Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias téxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y debera adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes, bata asi como utilizar la
campana de extraccion para el andlisis de las muestras.

Recibir de las diferentes areas del Instituto las muestras de sangre periférica, de cordon
umbilical, o de sangre retroplacentaria, tomadas en tubos con sistema vacutainer conteniendo
heparina como anticoagulante. El liquido peritoneal se colectara en tubos de polipropileno de 15 ml.,
sin anticoagulante.

Mantener los anticuerpos monoclonales especificos de de captura, deteccion de las citosinas,
hormonas u otros analitos solubles, asi como la proteina recombinante a -70°C, en forma
viable y libre de contaminacion.

Mantener las areas, equipo e instrumentos empleados para la determinacién de marcadores
solubles, en 6ptimas condiciones.
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Nota: Descripcion de la Técnica de ELISA

Se prepara la solucion de Union (0.1 M Na2 HPO4, ajustando el pH a 9.0 con 0.1 M de NaH2PO4), se le
agrega la cantidad de anticuerpo de captura indicada, se le adiciona a cada pozo la solucion de unién con su
respectiva citosina, hormona o analito a determinar, se sellan las placas e incuban a 4°C toda la noche. Al dia
siguiente se retira la solucion de union, se lava 3 veces cada placa con solucion de lavado (PBS/Tween 0.5 ml.
de Tween-20 en 1 litro de PBS) y se agrega Buffer de Bloqueo (BB), (Albumina al 1% en PBS).

Se sellan de nuevo las placas, se incuban a temperatura ambiente durante 2 horas y media. Después de este
tiempo, se lavan 5 veces con solucion de Lavado y se colocan las curvas estandar (anticuerpos
recombinantes) de cada citosina, hormona o analito, las muestras de plasma, ambas diluidas en Buffer de
Blogueo/Twenn (BBT), (0.5ml de Twenn-20 en 1 litro de Buffer de Bloqueo). Se sellan de nuevo las placas e
incuban a 4°C toda la noche. Al siguiente dia se lavan las placas 7 veces, se le adiciona el anticuerpo de
deteccion conjugado con biotina disuelto en BBT, para cada citosina, hormona o analito.

Al término de la incubacion, las placas se lavan 7 veces y se les adiciona el conjugado de
Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina, se sellan las placas y se incuban a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, las
placas se lavan 7 veces y se les agrega el Cromdgeno (tabletas de p-nitrofenilfosfato disueltas en Buffer de
Dietanolamina 1.0 M a un pH de 9.8 conteniendo 0.5 mM de MgC.,l), se sellan las placas y cubren con papel
aluminio para el desarrollo de color.
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4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccioén

1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica llevar a cabo el procedimiento para
determinacién de citosinas solubles mediante la
técnica ELISA.

Direccién de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccién

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para
determinacion de citosinas solubles mediante la
técnica ELISA.

Subdirecciéon de

Investigacion Biomédica

3.0 Recepcion de
muestras

3.1 Recibe el Investigador responsable, de las
diferentes areas del Instituto las muestras de sangre.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento
Si: Contindia procedimiento

e Muestras

Departamento de Biologia

Celular

4.0 Proceso de
recuperacion de
plasma

4.1 Procede a realizar la recuperacion del plasma o
sobrenadante y lo centrifuga para separar el paquete
celular o elementos particulados presentes. La
muestra recuperada se almacena a -70°C, hasta
realizar los ensayos.

4.2 Aplica la técnica de ELISA (ver Politicas y Normas
de Operacion).

Departamento de Biologia

Celular

5.0 Adquisicion de la
lectura de absorbancia

5.1 Adquiere la lectura de la absorbancia de las
muestras y curva estandar, en un lector de ELISA con
un filtro de medicion de 405 Nandémetros (nm) y otro
de 620 nm como filtro de referencia. La concentracién
de la citosina en las muestras problemas, se
determind mediante la interpolacion de esta
absorbancia obtenida (muestra) en la curva de
calibracion de absorbancia versus concentracion de
la citosina estandar.

Departamento de Biologia

Celular
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Secuencia de .
Actividad Responsable

Etapas

6.0 Analisis de datos |6.1 Analiza los datos adquiridos y realiza una| Departamento de Biologia
impresion de los mismos. Celular

¢ Impresion de datos

7.0 Interpretacion 7.1 Interpreta los resultados obtenidos y realiza un| Departamento de Biologia
informe escrito donde sefiala y describe las Celular
observaciones realizadas.

e Informe
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5.0 Diagramade Flujo

Direccion de Investigacion Subdlrecao_n d(? I_nvestlgauon Departamento de Biologia Celular
Biomédica
( Inicio )
1
Emision de
instruccion
« 2
Recepcion de
instruccion
] 3
Recepcion de
muestras
\\hﬂystrasj
No
Procede
A 4
Si ( Término )
y 4
Proceso de
recuperacion de
plasma
Y 5
Adquiisicion de la
lectura de
absorbancia
A
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Direccion de Investigacion

Subdireccidn de Investigacion

Biomédica

Departamento de Biologia Celular

6

Analisis de datos

Impresién de
datos

Interpretacion

A 4
( Término )

Informe
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6.0 Documentos de referencia

Documentos Cdédigo (cuando aplique)

Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica

Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08

Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro NO Apli

Espinosa de los Reyes 0 Aplica

Manual de Organizacibn Especifico del Instituto Nacional de NO Apli
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes 0 Aplica

7.0 Registros

. Tiempo de Cddigo de registro o
Registros iy Responsable de conservarlo . P
conservacion identificacion Unica
: Departamento de Biologia .
Muestras No Aplica Celular No Aplica
Impresion de datos 3 afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular
Informe 3 Afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular
8.0 Glosario
8.1 Campana de Extraccion: Aparato en cual se manejan las muestras bioldgicas, asi como los

reactivos toxicos y/o volatiles para procesar dichas muestras y evitar efectos nocivos en la salud
de las personas que realizan ente procedimiento.

8.2 Nandmetro: Unidad de longitud equivalente a una milmillonésima parte de un metro.

9.0 Cambios de esta version

Numero de Revision | Fecha de la actualizacion Descripcion del cambio

4 15-07-11 Actualizacion
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1.0 Propdsito

1.1 Determinar la concentracion de Malondialdehido como marcador de la peroxidacion lipidica
empleando el método del &cido tiobarbitdrico (TBA), en muestras biolégicas y medio de cultivo,
con el objetivo de analizar las diferencias que se presentan en diversas patologias.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacion, a la Subdireccion de
Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operaciéon, normas y lineamientos

3.1 Sera responsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccion de Investigacion
Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular cumpla con las siguientes politicas de
operacién, normas y lineamientos:

Asegurar que el Investigador y/o Quimico responsable del procedimiento a realizar, utilice
correctamente el equipo.

Usar y manejar las muestras biologicas de forma correcta, evitando su pérdida; asi como el
buen manejo de los residuos peligrosos.

Indicar al investigador y/o quimico que debido a que maneja muestras infecto-contagiosas y
sustancias téxico-cancerigenas, se encuentra en riesgo profesional y debera adoptar las
medidas de seguridad, tales como: utilizar cubre boca, guantes, bata asi como utilizar la
campana de extraccion para el andlisis de las muestras.

Recibir de las diferentes areas del Instituto las muestras de sangre periférica, de cordon
umbilical, o de sangre cariodecidual, tomadas en tubos con sistema vacutainer conteniendo
heparina como anticoagulante. El liquido peritoneal se colectara en tubos de polipropileno de 15 ml.,
sin anticoagulante.

Mantener los anticuerpos monoclonales especificos de captura, deteccion de las citocinas,
hormonas u otros analitos solubles, a una temperatura de 4°C., asi como la proteina
recombinante a -7°C, en forma viable y libre de contaminacion.

Mantener las areas, equipo e instrumentos empleados para la determinacion del marcador de
la lipoperoxidacion lipidica, en 6ptimas condiciones.
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e Realizar la recuperacion del plasma o sobrenadante, centrifugando la muestra; a la muestra
recuperada se le adiciona bitiril-hidroxitolueno para evitar mayor lipoperoxidacion, a una razon de 0.1
ml. por cada mililitro recuperado. La muestra se almacena en viales previamente etiquetados a -
70°C, hasta su determinacion.

Nota : Descripcion de lipoperoxidacion por el método de TBA.

En tubo de vidrio con tapa de baquelita, se realiza una curva estandar con el reactivo de Malondialdehido
(MDA), se coloca la muestra a procesar, tanto a la curva como la muestra se le adiciona BHT y &cido
ortofosfdrico, se mezclan en vortex, se tapan los tubos e incuban en bafio maria, se enfrian en hielo y se le
adiciona n-Butanol y cloruro de Sodio saturado se agitan los tubos previamente etiquetados.

3.2 Serad esponsabilidad de la Direccion de Investigacion a través de la Subdireccion de
Investigacion Biomédica, verificar que el Departamento de Genética cumpla con las siguientes
politicas de operacion, normas y lineamientos:

e Atender a la solicitud del Departamento de Biologia Celular para la obtencion de lectura de
absorbancia.

e Adquirir la lectura de la absorbancia de las muestras y curva estandar, en un Espectofotometro con
un filtro de medicién de 535 nandmetros (nm) y otro de 572 nm para corregir la absorcion. La
concentracion de Malondialdehido en las muestras problema se determiné mediante la interpolacion
de la absorbancia obtenida (muestra) en la curva de calibracion de absorbancia versus
concentracion de la Malondialdehido.
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4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emision de
instruccioén

1.1 Instruye a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica llevar a cabo el procedimiento para la
determinacién de malondialdehido como marcador
de lipoperoxidaciéon por el método del acido
tiobarbiturico.

Direccién de Investigacion

2.0 Recepcion de
instruccion

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para
determinacion de malondialdehido como marcador
de lipoperoxidacion por el método del &acido
tiobarbiturico.

Subdireccion de
Investigacién Biomédica

3.0 Recepcion de
muestras

3.1 Recibe de las diferentes areas del Instituto las
muestras de sangre.

¢ Procede?
No: Termina procedimiento
Si: Continda procedimiento

e Muestras

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Recuperacion de
plasma

4.1 Procede a realizar la recuperacion del plasma o
sobrenadante.

4.1 Aplica la técnica de lopoperoxidacién por el
método de TBA (ver Politicas y Normas de
Operacion).

4.2 Solicita al Departamento de Génetica adquirir la
lectura de la absorbancia de las muestras.

Departamento de Biologia
Celular

5.0 Obtencion de
lectura de
absorbancia

5.1 Obtiene la lectura de absorbancia de las

muestras.

5.2 Envia los datos obtenidos al Departamento de
Biologia Celular.

e Datos obtenidos

Departamento de Genética
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Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

6.0 Analisis e
impresion de datos

6.1 Analiza los datos obtenidos y realiza una
impresion de los mismos.

¢ Impresion de datos

Departamento de Biologia
Celular

7.0 Interpretacion

7.1 Interpreta los resultados obtenidos y realiza un

Departamento de Biologia

Dr. Arturo Cérbulo Vazquez

informe escrito donde sefala y describe las Celular
observaciones realizadas.
e Informe
TERMINA PROCEDIMIENTO
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5.0 Diagramade Flujo

Direccion de
Investigacion

Subdireccion de
Investigacion
Biomédica

Departamento de Biologia
Celular

Departamento de
Genética

( Inicio )

Emision de

instruccion

N

Recepcion de
instruccion

A 4

Recepcion de

muestras

A 4

a

Recuperacion de

plasma

5

Obtencioén de lectura
de absorbancia

Datos
obtenidos

CONTROL DE EMISION

Con base en el Art. 54 del Estatuto Orgéanico del INPer

Elabor6 : Revis6 : Autoriz6:
Nombre Dra. BlancLzonungneenia Farfan Dr. Arturo Cérbulo Vazquez Dr. Arturo Cérbulo Vazquez
Cargo-puesto Jefa del Depagzmg:to de Biologia Subdirector de Investigacion Biomédica | Subdirector de Investigacion Biomédica
Firma
Fecha 27-05-11 12-07-11 15-07-11

LAE EDGAR FRANCISCO ARIAS HERRERA




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

INPer-DI-SIB-

SALUD

Departamento de Biologia Celular

DBC-MP-09

SECRETARIA
DE SALUD

9.- Determinacion de malondialdehido como marcador
de lipoperoxidacién por el método del
acido tiobarbitirico (TBA)

Rev. 4

Hoja: 7de 9

Direccion de
Investigacion

Subdireccion de
Investigacion
Biomédica

Celular

Departamento de Biologia

Departamento de
Genética

de datos

Analisis e impresion |

4

Impresién de
datos

Interpretacion

Término
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6.0 Documentos de referencia
Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro :
) No Aplica
Espinosa de los Reyes
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de No Aolica
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes P

7.0 Registros

Registros ViSpe de Responsable de conservarlo C_:odlglo‘ de re gl’str.o 0
conservacion identificacion Gnica
Muestras No Aplica Departamento de Biologia No Aplica
Celular
Datos obtenidos 3 Aios Departamento de Biologia No Aplica
Celular
Impresion de datos 3 afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular
Informe 3 Afios Departamento de Biologia No Aplica
Celular

8.0 Glosario

8.1 Campana de Extraccion: Aparato en cual se manejan las muestras biolégicas, asi como los
reactivos toxicos y/o volatiles para procesar dichas muestras y evitar efectos nocivos en la salud
de las personas que realizan ente procedimiento.

8.2 Nandmetro: Unidad de longitud equivalente a una milmillonésima parte de un metro.
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9.0 Cambios de esta version

NUmero de Revision

Fecha de la actualizacion

Descripcion del cambio

4 15-07-11 Actualizacion
10.0 Anexos
No Aplica.
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10.- Elaboracion de Protocolo
de Investigacion
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1.0 Propésito

1.1 Planear, desarrollar y realizar protocolos de investigacion encaminados a ampliar el conocimiento
sobre los mecanismos etiolégicos de patologias relacionadas con la reproducciéon humana.

2.0 Alcance

2.1 A nivel interno el procedimiento es aplicable a la Direccion de Investigacion, a la Subdireccion de

Investigacién Biomédica y al Departamento de Biologia Celular.

2.2 A nivel externo el procedimiento es aplicable a los usuarios de los servicios médicos del Instituto

Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

3.0 Politicas de operaciéon, normas y lineamientos
3.1 Seréaresponsabilidad de la Direccidén de Investigacion a través de la Subdireccion de Investigacion

Biomédica, verificar que el Departamento de Biologia Celular, cumpla con las siguientes politicas

de operacién, normas y lineamientos:

o Realizar investigaciones observando los criterios técnicos, metodologicos y éticos
establecidos por la Direccion de Investigacion, la Comision de Investigacion y el Comité de
Etica en Investigacion del propio Instituto.

e Someter, los investigadores responsables del protocolo, mediante cartas compromiso de
colaboracion, los criterios técnicos, los criterios metodolégicos, las investigaciones en
colaboracion, el financiamiento externo o las investigaciones realizadas por encargo, a la
aprobacion del Jefe del Departamento de Biologia Celular.

e Generar productos derivados de las investigaciones (tesis, articulos, libros etc.), que se
realicen en el Departamento de Biologia Celular, mismos que deberan hacer mencion de la
institucion y regirse por las leyes, en materia de propiedad intelectual vigente en el pais.

e Difundir las investigaciones, ya sea en forma de articulo cientifico, presentacion en eventos
académicos o cualquier otro medio que cumple con este objetivo.

e Considerar que el protocolo puede ser aceptado (Sin modificaciones), aceptado con
modificaciones (Se sugieren cambios), diferido o rechazado (Se rechaza protocolo).

e Tomar en consideracion la Norma Técnica 313 para la presentacion de proyectos e informes
técnicos de investigacion.
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4.0 Descripcién del procedimiento

Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

1.0 Emisién de
instruccion.

1.1 Instruye a la Subdireccién de Investigacion
Biomeédica, realizar el procedimiento para Elaboracion
de Protocolo de Investigacion.

Direccidn de Investigacion

2.0 Recepcién y
transmision de
instruccion.

2.1 Recibe instruccion e indica al Departamento de
Biologia Celular realizar el procedimiento para
Elaboracion de Protocolo de Investigacion.

Subdireccion de
Investigacion Biomédica

3.0 Elaboracion de
protocolo de
investigacion.

3.1 Elabora el Investigador adscrito al Departamento
Biologia Celular, el protocolo de investigacion de
acuerdo con el formato “Registro de Protocolo de
Investigacion”.

3.2 Solicita el visto bueno del Jefe del Departamento
para su envio a la Subdireccion de Investigacion
Biomédica.

¢ Protocolo de Investigacion.

Departamento de Biologia
Celular

4.0 Recepcion del
protocolo de
investigacion.

4.1 Recibe Protocolo de Investigacién para su
revision.
¢ Procede?

No: Solicita al investigador adscrito al Departamento,
realizar las correcciones pertinentes. Regresa a la
actividad No. 3.

Si: Continua procedimiento

Subdireccion de
Investigacion Biomédica

5.0 Aprobacion del
protocolo de
investigacion

5.1 Aprueba el Protocolo de Investigacion, mediante
su firma en el formato “Registro de Protocolo de
Investigacion”.

5.2 Envia a la Direccién de Investigacion para su
autorizacion y presentacion ante la Comision de
Investigacion y Comité de Etica en Investigacion.

e Protocolo de Investigacion

Subdireccion de
Investigacion Biomédica
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Secuencia de
Etapas

Actividad

Responsable

6.0 Presentacion del
protocolo autorizado.

6.1 Recibe Protocolo de Investigacién autoriza y
presenta a la Comision de Investigacion y al Comité
de Etica en Investigacion, para su Dictamen.

e Protocolo de Investigacion

Direccidn de Investigacion

7.0 Evaluacion del
protocolo

7.1 Evalla los aspectos metodoldgicos del proyecto
de investigacion en su apego al método cientifico.

7.2 Evallia los aspectos éticos

7.3 Verifica que el proyecto propuesto cumpla con los
requisitos establecidos (Norma Técnica 313).

Comision de Investigacion y
Comité de Etica en
Investigacion

8.0 Notificacion

8.1 Notifica por escrito al investigador principal, el
dictamen del proyecto de investigacion de
conformidad con los articulos 15 al 18 de las
“Normas y Procedimientos de Investigacion”.

e Dictamen

Comision de Investigacion y
Comité de Etica en
Investigacion

9.0 Difusion de

9.1 Recibe dictamen y envia al investigador

Departamento de Biologia

resultados principal. Celular

9.2 Solicita la Difusidon de sus resultados, una vez

concluido el proyecto, a través de congresos,

articulo en revista, etc.
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5.0 Diagramade Flujo

Direccion de Investigacion

Subdireccion de

Departamento de Biologia

Comision de Investigacion y
Comité de Etica en

Investigacion Biomédica Celular . -
Investigacion
Inicio
1
Emision de instruccion
[
v 2
Recepcion y
transmision de
instruccion
y 3

Elaboracion de
protocolo de
investigacion.

Recepcion del
Protocolo de
Investigacion

Si

Protocolo de
Investigacion

Aprobacion del
protocolo de
investigacion

Protocolo de
Investigacion

&

] Protocolo de
Investigacion
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Direccion de
Investigacion

Subdireccion de
Investigacion
Biomédica

Departamento de
Biologia Celular

Comision de Investigacion
y Comité de Etica

Presentacion del
protocolo autorizado

v 7
Evaluacion del
protocolo
8
Notificacion

I Dictamén

y 9

Difusién de
resultados

A
( Término )
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6.0 Documentos de referencia

Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes

Documentos Cdédigo (cuando aplique)
Ley de los Institutos Nacionales de Salud No Aplica
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud No Aplica
Guia Técnica para la Elaboracién de Manual de Procedimientos de la REV. 5-02/08
Secretaria de Salud 02-08
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro No Apli
Espinosa de los Reyes 0 Aplica
Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de :
No Aplica

7.0 Registros

Tiempo de

Registros .
conservacion

Responsable de conservarlo

Cadigo de registro o
identificacion Unica

Celular

Protocolo de Archivo Departamento de Biologia .
T S No Aplica
Investigacion Historico Celular
Dictamen 3 Afios Departamento de Biologia No Aplica

8.0 Glosario

8.1 Articulo: Parte de un escrito o de una ley/escrito periodistico/escrito de revista.
8.2 Dictamen: Opinidn sobre una cosa/orientar, asesorar.

9.0 Cambios de esta version

NUmero de Revision

Fecha de la actualizacion

Descripcion del cambio

4

15-07-11

Actualizacion

10.0 Anexos
10.1 No Aplica.
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