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METODO DE CONCENTRACION DE STROUT

Materiales  Microscopio comin
Jeringas de 10 mi
Agujos estériles 25/8
Tubos de centrifuga
Centrifuga de mesa -
Portaobjetos
Cubreobjetos 22 x 22 mm -

Ansas microbioldgicas

Procedimiento:

2- Extraer 10 ml de sangre venosa, sin anticoagulante.

3- Dejar coagular y retraer el codgulo espontdneamente.

4-  Separar el suero.

5- Centrifugar este suero a 160 6 (800 rpm) durante 2 minutos para descartar los
glébulos rojos que pudieran quedar pues interfieren en la lectura.

6- Centrifugar nuevamente el sobrenadante a 300-600 & (2000-2500 rpm) durante 10
minutos.

7-  Separar el sobrenadante (suero) y guardarlo para estudios seroldgicos.

8- Observar el sedimento obtenido en el punto 5 entre porta y cubreobjeto en el
microscopio con objetivos 20x o 40x de aumento; es aconsejable observar -
cuidadosamente varias preparaciones (seis a ocho), en busca de formas méviles del

pardsite. .

NOTA: Este procedimiento permite aprovechar en una (nica extraccién de sangre, el suero
para practicar el inmunodiagndstico y el sedimento donde se efectia la bisqueda del
Tripanosoma cruzi. Es una técnica simple y de buena sensibilidad en casos agudos de
Enfermedad de Chagas y en el seguimiento de congénitos. —
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BIOPSIA PARA HISTOPATOLOGIA Y DETECCION DE LEISHMANIA

Materiales y Reactivos:
Sacabocado (punch) didmetro 4 mm estéril.
Equipo de pequefia cirugia (tijeras y pinzas iris atraumdticas)
Gasa estéril
Ldminas portaobjeto.
Frascos o bolsa con formol al 10%
Xilocaina al 2% sin epinefrina.
Jeringa para inyectar la xilocaina
Guantes
Percioruro de hierro
Aplicadores estériles

Alcohol 70%

Procedimiento:

1 - Desinfectar el borde de la lesién con alcohol.

2 - El sitio para tomar la biopsia deber ser uno de los dos bordes mds prominentes
pero que tenga menos costra o infeccion agregada.

3 - Inyectar 0,5 a 1,0 ml de xilocaina sin epinefrina en la dermis cerca de donde se
tomard la biopsia.

4 - Tomar la biopsia insertando el sacabocado en el borde de la lesién, teniendo
cuidado de que incluya tanto borde de la Ulcera como piel sana. El sacabocado se rota
varias veces.

5. Reﬂr'ar; el sacabocado y cortar la base del cilindro de piel que se obtiene, sin
maltratar la biopsia.

6. Colocar la biopsia sobre una gasa y limpiar el exceso de sangre.

7. Hacer impresiones de la biopsia sobre un portacbjeto. Se deja secar y se procesa

igual que el examen directo (frotis).
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Recoleccién en PVA
Materiales: Frasco de boca ancha

Solucién fijadora de alcohol polivinilico

Procedimiento:

1 - Las muestras fecales deberdn recolectarse en recipientes limpios de boca ancha y no
deberdn estar contaminadas con agua u orina.

2 - Colocar aproximadamente 1/2 a 1 cucharada de muestra liguida o una cantidad del
tamafio de una uva si ja muestra de materia fecal es forado en un frasco con 7 a 9 ml de
PVA.

3 - Mezclar bien la muestray el PVA. Mantener a temperatura ambiente hasta su exdmen.

4 - Los trofozoitos, quistes, huevos y larvas en él fijados de PVA permanecen un periodo de

semanas o meses antes del procesamiento.

Instrucciones para la recoleccién:

Recolectar 3 muestras separadas de heces en dias alternando (una muestra cada 2 dias)
Ej.: lunes, miércoles y viernes.

Los frascos que contienen el PVA serdn numerados 1,2 y 3.

Después de recolectar la ditima muestra (3er. dia), enviar los frascos al laboratorio.

NOTA:La solucién de PVA contiene una gran cantidad de mercurio por razones de

seguridad y proteccidn del paciente, rotular cade frasco con la palabra VENENO.

Recoleccion de muestras de la zona perianal

Hisopado o Escobillade Anal:

Materiales: 5 6 6 hisopos o gasas (de 10 x 10 ¢m)
Frasco de boca ancha con tapa a rosca.

Solucién salina formolada al 5%
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Procedimiento:

1- Llenar el matraz de Stoll con la solucién de NaOH 0.1 N hasta la marca inferior (56 ml).

2 - Afadir usando una varilla de vidrio una cantidad suficiente de heces, previamente
homogeneizadas, hasta la marca superior (60 mi).

3 - Afiadir 4 a 6 perlas de vidrio y cerrar el erlenrneyer con tapén de caucho.

4 - Agitar de arriba hacia abajo, durante 1 minuto.

5 - Tomar con pipeta graduada 0.15 ml del centro de la suspension.

6 - Colocar la muestra en un portaobjetos y cubrir con un cubreobjetos de 22 x 40 mm

7 - Contar el nimero de huevos usando un objetivo de IOx y aplicar la siguiente

formula:

N® de huevos contados x 100x FC=N°® de huevas/ér. de MF

FC. Factor de correccién que depende de la consistencia de ia materia fecal (MF) y serd:
1 para MF sélidas
2 para MF normales o semisélidas

4 para MF diarreicas

NOTA:
1 - Es conveniente observar mds de una preparacién
2 - Generalmente se utiliza el factor de correccién (FC) igual a 4 y,a que se consudemn

heces diarréicas debido a la dilucién por la solucién conservadora y a la homogeneizacién
realizada.

Métodos de coloracién para microsporidics

Coloracidén tricrémica modificada:
Materiales: Metanol

colorante Tricrémico modificado
alcohol dcido
etanol 95°

etanol absoluto
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xilol
portaobjetos

aceite de inmersion

Procedimiento:

1 - Extender el material a colorear sobre portaobjetos y dejar secar.
2 - Fijar con Metanol y dejar hasta evaporacion y secado.

3 - Tefiir con el colorante Tricrémico modificado durante S0 minutos.
4 - Lavar con alcohol dcido por 10 seg.

5 - Enjuagar con alcohol 95'° unos segundos.

6 - Colocar en alcohol 95° por 5 minutes.

7 - Sumergir en alcohol absoluto durante 10 minutos.

8 - Aclarar con xilol por 10 minutos.

9 - Dejar secar y observar por inmersién.

Resultados: Los esporos tienen un tamafio aproximado de 1.5 x 0.9 um ovoides, refrdctiles
cuya pared se tifie de color rojo rosdceo brillante. El contenido celular de algunos esporos
no se tifien y aparece transparente. Las bacterias y restos fecales se tifien de color verde. |
Las levaduras aparecen color rojo intenso y de mayor tamafio.

Técnicas de coloracién de amebas y otros protozoarios

Coloracion tricrémica:

1 - Realizar un frotis de MF reciente que sin dejar secar se fijard con fijador de
Sechaudinn o un frotis de MF conservada en PVA

2 - Colocar en etanol 70° durante 5 minutos.

3 - Colocar en etanol 70° con iodo de DAntoni durante 2 a 5 minutos.

4 - Colocar en etanol 70° durante 5 minutos. Repetir una vez mds de 2 a 5 minutos.

5 - Colocar en colorante tricrémico durante 10 minutos.

6 - Colocar en etanol 90° acidificado con AcH al 1 % durante 3 segundos.
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7 - Humedecer en etanol absoluto.

8 - Colocar en etanol absoluto durante 2 a B minutos. Realizar 2 nuevos cambios.

9 - Colocar en xilol o tolueno durante 2 a 5 minutos.

Resultado: La cromatina del nicleo toma una coloracién rojiza, el citoplasma adquiere una
coloracion verde azulada, sobre un fondo verde.

Técnica de Bailenger:

1 - Depositar una gota de la suspensién de heces sobre un portaobjeto

2 - Mezclar con el éngulo de un portacbjeto una cantidad muy pequefia de reactivo tomado
con una pipeta Pasteur muy finamente estirada.

3 - Colocar el cubreobjetos

4-Examinar con cuidado por inmersién (es necesario que haya muy poco liquido bajo el

cubreobjetos).

Resultado: La coloracién es inmediata. La rapidez con la cual alcanza su punto dptimo
depende de la cantidad de reactivo que se ha utilizado. Con una muy pequefia cantidad se
obtiene una coloracién progresiva de mejor calidad.

La identificacién de las amebas coloreadas es posible adn al cabo de varios dias en las
preparaciones selladas con barniz de ufias (o de una cola celuldsica). Los quistes también
se colorean tan bien como las formas vegetativas. Los citoplasma y los cristaloides se
colorean en rojo, las estructuras nucleares resaltan en negro.

Los detalles citoplasmdticos aparecen con una finura comparable a la que se obtiene con las
técnicas muy complicadas.

Técnica de Baermann para el diagnéstico de Strongyloides stercoralis

Esta técnica se utiliza para el hallazgo de larvas de Strongyloides stercoralis cuando su
presencia en las heces es escasa. Es condicién utilizar muestras frescas (sin conservador);
y que las larvas presenten una movilidad considerable, ya que la técnica se fundamenta en la

migracién de las mismas desde la materia fecal hacia el agua tibia donde se concentran.
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6 - Sumergir en bisulfito de sodio al 1% durante 30 segundos.

7 - Enjuagar en agua corriente durante 15 minutos.

8 - Enjuagar 4 veces con agua destilada.

9 - Sumergir los extendidos en la solucién de metenamina-plata (cuya temperatura era de
48°C) durante 2 minutos.

10 - Pasar la jarra a bafio de 56°C durante 25 a 30 minutos {controlar al microscopio éptico
la intensidad de coloracion: pardo oscuro preparaciones control, retirando las mismas
sumergidas en agua destilada y dejando las muestras restantes en la solucion de
metenamina-plata en el bafio).

1 1- Enjuagar 4 veces las preparaciones en agua destilada.

12 - Contrastar con cloruro de oro al 0.2% durante 1 minuto.

13 - Enjuagar 2 veces en agua destilada.

14 - Sumergir en solucién de trisulfato de sodio al 2% durante 1 minuto.

15 - Lavar en agua corriente durante 15 segundos.

16 - Contrastar con solucién de verde luz durante 30 segundos.

17 - Enjuagar con agua destilada.

18 - Deshidratar con etanol 95° por un minuto y con etanol 100° durante 1 minuto.
p Y

19 - Aclarar con xilol.

Resultados: Pneumocistis carinii  tendré una pared ligeramente tefiida, normalmente de
color pardusco o grisdceo, casi transparente. Frecuentemente se observan las estructuras
descriptas como paréntesis teflidas en negro. El mucus serd de color pardo griséceo a gris
oscuro. Los hongos estdn claramente recortados en negro, las zonas internas del micelio y
las hifas, color rosdceo y el fondo color verde pdlido.

Coloracion de azul de toluidina o

Materiales:  etanol absoluto
reactivo de sulfatacidn

solucion de azul de toluidina
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portaobjetos
aceite de inmersion
cubreobjetos

bdlsamo de Canadd

Procedimiento:

1 - Extender el material a colorear sobre portaobjetos y dejar secar.
2 - Fijar con metanol y dejar hasta evaporacién y secado.

3 - Colorear con eosina entre 10 y 15 minutos.

4 - Lavar con agua destilada.

5 -Colorear con cristal violeta durante 5 minutos.

6 - Enjuagar con solucién de lodo Gram y luego cubrir con la misma durante 5 minutos.

7 - Enjuagar con agua destilada.
8 - Secar con papel secante.

9 - Secar completamente al aire.

10 - Decolorar con aceite de anilina-xilol, agitando suavemente el portaobjetos hasta que no

salga color pirpura.
11 - Enjuagar con xilol.

| 2 - Secar y observar por inmersién.

Resultados: Los quistes de Pneumocystis carinii se tifien de color

irregularmente.

azul

oscuro

Aspirado del borde de la lesién para el diagndstico de Leishmania

Materiales: Gasa estéril
Alcohol 70%

Solucién fisiolégica con antibiético (penicilina/estreptomicina)
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ojo del observador.
Estufa de Incubacién a 37°C.
Heladera.
Caloventor.
Cdmara himeda.
Portaobjetos de vidrio no fluorescente y espesor no mayor de 1,2 mm
marcados con 12 divisiones indeiébles de forma circular de 8 mm de didmetro
y cubreobjetos de 24 x 48 mm.
Matraces aforados de 1000 ml.
Probetas de 100 ml.
Pipetas automdticas de 20ul, 200ul.
Jarras de Koplin.
Frasco gotero para liquido de montaje.
Cajas pldsticas con tapa para almacenar portacbjetos.
Reactivos:
1.- Solucién salina estabilizadora (SSE) pH 7.2
a) Solucién madre (10X)

Fosfato disédico dihidratado (NaZHP04 - 2H20) 17.0g
Fosfato monosédico monohidratado (NaH2P04 - H20) 2.29
Cloruro de sodio (NaCl) 81.7g
Agua destilada c.s.p. 1000 mi

b) Solucidn salina estabilizadora (SSE) pH 7.2 (1X)

De la solucién madre se toman 100 ml y se lleva a un volimen final de 1000 ml con

agua destilada.

Z.- Antigeno

a) Diluir la suspensién antigénica de acuerdo al titulo, en SSE 1X, hasta que se pueda
visualizar de 20 a 40 pardsitos por campo microscépico de 400 aumentos.

b) Colocar en los portaobjetos perfectamente limpios y desengrasados, 25ul de dicha

suspensién en cada una de las divisiones marcadas.
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¢) Secar las improntas asi preparadas por medio de aire caliente.

d) Fijar a la Hama flameando el preparado suavemente.

e) Lavar los portacbjetos con agua destilada.

f) Secar con aire frio.

g) Conservar en congelador a -20°C, en cajas de pldstico con tapa, bien protegidas de la
humedad.

3.- Antigamaglobulina humana marcada con isoticianato de fluoresceina (conjugado).
Determinar el titulo de la antigama globulina marcada para cada lote y para cada equipo
microscépico, pues depende del sistema dptico a utilizar.

4 .- Azul de Evans

Preparar una solucién stock de azul de Evans al 1% en agua destilada. Dejar estabilizar

durante 1 mes y titular.
5.- Liquido de montaje
Glicerina bidestilada neutra 9 partes

SSE 10X : 1 parte

Diluciones de Sueros:

Sueros testigo: Regenerar si son liofilizados y preparar diluciones dobles en SSE_ IX.
Preparar 2 portaobjetos conteniendo diluciones de sueros testigo desde 1/16 a 1/512,
reactivo (arriba) y no reactivo (abajo). Disponer estos portaobjetos, uno al comienzo y otro
al final de la tanda de cada dia. Si se analizan mds de 10 portacbjetos, disponer otros

testigos intemedios.

Sueros problema:

Inactivar los sueros a 56°C durante 30 minutos, por razones de seguridad. Preparar
diluciones dobles del suero en SSE 1X. Se recomienda utilizar como minimo tres diluciones

diagnosticas (1/32, 1/64, 1/128) en SSE 1X.
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Reaccidn propiamente dicha:

a) Tomar los portaobjetos con antigenos de la congeladora y secarlos a temperatura
ambiente sobre papel de filtro.

b) Colocar en cada divisién 25 ul de cada dilucién de suero problema.

¢) Trabajar cada vez con los siguientes controles: Testigo de fluorescencia inespecifica,
Testigo no reactivo y Testigo reactivo de titulo conocido.

d) Incubar los portaobjetos con los sueros controles y problemas en cdmara himeda,
durante 30 minutos en estufa a 37°C.

e) Lavar los portaobjetos colocdndolos en una jarra de Koplin primero con agua destilada y
luego con SSE 1X durante 5 minutos, por 2 veces consecutivas. Finalmente enjuagar con
agua destilada,

f) Secar los preparados con papel de filtroy corriente de aire frio.

g) Cubrir los preparados con la antigamaglobulina humana marcada, diluida de acuerdo al
titulo, en Azul de Evans segin titulo. Colocar 25 ul en cada divisién e incubar a 37°C en
estufa, en cdmara himeda por 30 minutos. A

La dilucién del conjugado debe ser preparada en el momento y utilizada dentro de las 2
horas de su preparacidon {conservada en heladera y al abrigo de la luz).

h) Lavar los portaobjetos como se indica en punto e) y secarlos como en f).

i) Colocar los cubreobjetos con una gota de liquido de montaje.

j) Leer en microscopio de fluorescencia.

Lectura:
Leer los testigos antes que los sueros probiemas.

a) Testigo de fluorescencia inespecifica: Al microscopio los pardsitos deberdn presentar

una coloracién rojiza y no mostrar fluorescencia.

b) Testigo no reactivo: El suero contral no reactivo debe presentar una coloracién parduzca

sin fluorescencia.
c) Testigo reactivo: El suero control reactivo debe presentar los pardsitos tefidos con el

fluorocromo de un color verde fluorescente. La fluorescencia es particularmente intensa en
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la membrana y el flagelo del pardsito. Deberd observarse fluorescente hasta la dilucién de

su titulo.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO ( IEE ), ELISA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA

INFECCION POR T, CRUZT

Equipos y materiales:
Estufa de incubacién a 37°C.
Heladera (4°C).
Balanza de precisién.
Congelador de -70 °C.
Micropipeta de 5-20 pl.
Pipeta multicanal de 50-200 pl.

Espectrofotémetro para microplaca capaz de leer a 490 rim.

Policubeta de poliestireno con 96 pocillos de fondo plano.

Reactivos:

Solucién estabilizadora de fosfatos pH 7.2-7.4 10X.

Fosfato disddico dihidratado (Na2HP04.2H20) 1442¢g
Fosfato monopotdsico anhidro (KH2P04) 200g
Cloruro de potasio (KCI) 200g
Cloruro de sodio (NaCl) 80,00g
Agua destilada c.s.p. 1000,00 ml

~ Solucion estabilizadora de fosfatos 1X (SEF 1X o PBS 1X)
100 m! de SEF 10X + agua destilada csp 1000 ml. Conservar a 4°C.
SEF - Tween 0,05% para lavados

Tween 20 al 20% acuoso 25 ml
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Directamente en la policubeta sensibilizada con antigeno, luego de bloqueados los sitios
inespecificos y lavada, agregando a cada pocillo 90 pl de PBS-leche 1% mds 10 gl de la
dilucién 1/20 de los sueros ( quedando 1004. por pocillo de la dilucién 1/200 de los sueros).

También se pueden hacer las diluciones en tubo, cuando no se cuenta con el material

volumétrico antes mencionado.

Incubacidn de los sueros:

Lavar la placa con Ag, luego de bloqueados los sitios inepecificos, por 3 veces como en el
punto 2-

Colocar 100ul. por pocillo de la dilucién 1/200 de los sueros, transfiriéndolas con pipeta
multicanal, por filas, cambiando los tips para cada fila.

Incubar 30 minutos en estufa a 37 °C., con la placa tapada.

Incubacién con el conjugado:

Lavar la placa como en el punto 2-.Repetir el lavado 3 veces.

Se usa Anti- gammaglobulina 6 humana conjugada con Peroxidasa, previamente titulada.
Mezclar el conjugado antes de medir, con agitador mecdnico tipo Vortex.

Ejemplo, para titulo 1/2000, usar: 10 ml. de PBS-leche 1% + 5ul de conjugado.

Mezclar por inversién 10-15 veces.

Colocar 70, por pocillo del conjugado preparade segun el titulo.

Incubar 20 minutos en estufa a 37 °C., con la placa tapada.

Reaccidén con el sustrato:

Preparar el sustrato en frasco negro o cubierto con papel de aluminio, minutos antes de

usarlo.

Preparacidn del sustrato:

8 ml de bufer de citrato pH = 5 concentrado, llevar a 25 ml. con agua destilada, en probeta.

Agregar una pastillo de OPD Sigma de 10 mg. y disolver en frasco oscuro.
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Inmediatamente antes de usar agregar el Peréxido de Hidrégeno (para H:O, de 100
volimenes, usar 10 pl. en 25 ml). Homogeneizar con la tapa del frasco sin apretar,
permitiendo que se liberen las burbujas.

Lavar la placa como en el punto 2. Repetir el lavado 5 veces.

Colocar la preparacién de OPD, 70 gi. per pocillo.

Dejar ol abrigo de la luz y a Temperatura Ambiente durante 15 minutos.

Frenar la reaccién con dcido sulfirico IN, 70 pl. por pocillo.

Lectura:
Se realiza en espectrofotometro para policubetas, a 490 nm.
Titulo de corte: Densidad Optica > 0,200 .

Lecturas entre 0,170 - 0,200 D.O. se consideran en zona gris.

Se pude realizar la lectura a ojo descubierto, considerando reactivos los pocillos que tienen
el color de los Testigos Reactivos. Los No Reactivos, al igual qué el testigo No Reactivo,

desarrollan un color muy claro, casi incoloro.

Criterio para la aceptacidn o rechazo del proceso de rutina diario:

1 - Si los sueros testigo no reactive dan lecturas por encima de 0.150 Densidad Op’rica, se
deberd verificar el procedimiento para ser aceptado.

2 - Si los sueros testigo reactivo dan lecturas por debajo de 0.300 Densidad Optica, no se
aceptardn los resultados obtenidos en esa rutina, debiendose identificar las causas de

error y corregirias.

TEST DE ISAGA (DETECCION DE IgM) PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION
POR TOXOPLASMA GONDII

Materiales:  policubetas con fondo en U
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cdmara himeda

pipetas de 50 a 200ul

buffer fosfato Ph 7.2

buffer carbonato ph 9.6

VVVVVV buffer alcaline ph 8.7
solucién de lavado

solucién blogueante
anti IgM humana

- suspensién de taquizoitos
sueros controles positivos y negativos
espejo de aumento para lectura de microplacas
bafio termostatico a 56°¢
estufa a 37%

heladera

—  Preparacion de las soluciones:

1-solucién de pbs ph 7.20

fosfate disédico 72 ml

fosfato monopotdsico 28m|
cloruro de sodio 0.15 m 84g
agua destilada csp 1000 m|

2-buffer carbonato ph 9.6

bicarbonato de sodio 0.1 m 500 ml

carbonato de sodio 0.1 m csp ph 9.6

3-buffer alcalino
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cloruro de sodio 702q
dacido borico 309g¢g
hidréxido de sodio 1n 24 ml
seroalbuminabovina 4 g
azida sédica 1 g

agua destilada csp 1000 ml

4-solucion de lavado
pbs ph 7.2 100 ml
tween 20 50ul

5-solucién blogueante

solucién de lavado 10 ml

seroalbuminabovina Olg

Mecanismo de la reaccion:

1 - Colocar en las policubetas en fondo en U 100 ul/pozo de antilgM humana diluida en

buffer carbonato a una concentracion de 20ug/ml.

2 - Incubar toda la noche a 4°c en cdmara himeda.

3 - Invertir la placa y secar con papel de filtro con cuidado.

4 - Lavar 3 veces durante 5 minutos con solucién de lavado.

5 - Colocar 200 ul por pozo de solucidon blogueante.

6 - Incubar 60 minutos a 37°¢c en cdmara himeda.

7 - Inactivar los sueros 30 minutos a 56 “c.

8 - Diluir los sueros en solucion de lavado desde 1/32 a 1/256.

9 - Repetir el paso 3 y 4.

10 - Colocar 150 ul por pozo de las diluciones de sueros desconocidos y de los controles

positivos y negative destinar celdas para control del antigeno.
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11 - Repetir el paso 6.

12 - Repetir el paso 3y 4.

13 - Colocar 50 ul del antigeno.

14 - Incubar toda la noche a 37 °c en cémara himeda.

15 - Lectura de la regecion.

Examinar la policubeta en el espejo comenzando por los controles .
Lectura positiva aglutinacion en velo.
Lectura negativa sedimentacion de Yoxoplasmas

El titulo estd dado por la lltima dilucién que presnta aglutinacién.

Test de inmunofiuorescencia indirecta

Se basa en que la unién antigeno anticuerpo especifica es revelada por una
antiinmunoglobulina g o m marcada con isotiocianato de fluoresceina y éstas uniones

observadas en un microscopio de fluorescencia.

Materiales:  Pipetas de 10 a 50ul
cubreobjetos de 22 x48 mm
policubetas para efectuar diluciones
cdmara himeda con palillos
pape! de filtro
marcadores
jarras de koplim
improntas con taquizoitos de Toxoplasma gondii
antigammaglobutina humara g y m marcada con isotiocianato de fluoresceina
buffer de fosfato pbs ph 7.6
glicerina buffereada

controles de sueros positivo negative
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Procedimiento:

1 - Retirar las improntas del congelador.

2 - Lavar rdpidamente con agua destilada para eliminar exceso de sales.

3 - Secar las improntas con papel de filtro whatman presionande suavente o empleando
corriente de aire.

4 - Rotular las improntas.

5 - Hacer diluciones seriadas con los sueros controles desde 1/16hasta 1/2048.

6 - Incubar las diluciones de suero con el antigeno colocado en las improntas, 30 minutos a
37 °C en cdmara himeda.

7 - Preparar diluciones del conjugado mayores y menores que las especificadas por el
fabricante con buffer pbs ph 7.6. Cada dilucién de conjugado debe ser probada con los
sueros controles.

8 - Retirar los preparados de la estufa y lavar 10 minutos con agitacién en pbs ph 7.6

9 - Colocar el control de coloracién inespecifica en cada determinacion.

10 - Incubar con las diluciones del conjugado en estudio y con el éonjugado de referencia,
30 minutos a 37 °C en camara hidmeda.

11 - Lavar como en el paso 8 y secar con papel de filtro o corriente de aire.

12 - Colocar una gota de glicerina buffereada y superponer un cubre objeto evitando la
formacién de burbujas.

13 - Lectura de la reaccién

Examinar los preparados con 400 aumentos con ldmpara de haldgeno para producir la
exitacién con sistema de iluminacién de epifiuorescencia.

Lectura positiva es la que presenta fluorescencia amarillo verdosa en la menbrana del
pardsito.

Lectura negativa cuando se observan los pardsitos de color rojo ladrille o solomente hay

fluorescsencia en alguno de los polos o lados del pardsito.
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Antigeno para inmunofiuorescencia indirecta:
Estd costituido por taquizoitos de 7. gondii.

Procedimiento:

1 - Extraer exudado del peritoneo de ratén, inoculado 72 hs antes.

2 - Examinar al microscopio que no existan células u otros contaminantes.

3 - Si se observan abundantes células endoteliales esperar unas horas antes de sacrificar
otro animal.

4 - Centrifugar el exudado a 500 rpm 10 minutos; sedimentan elementos formes y en el
sobrenadante se encuentran los parasitos.

5 - Centrifugar 15 minutos a 2000 rpm; sedimentan los toxoplasmas.

6 - Descartar el sobrenadante y resuspender en igual volumen de pbs ph 7.6

7 - Efectuar 3 lavados con solucion de pbs (ver preparacion), durante 15 minutos a 2000 rpm.

8 - Diluir la suspensién antigénica en pbs hasta tener una concentracién de 150 20
toxoplasmas por campo microscopico de 400 aumentos.

9 - Colocar en los portaobjetos perfectamente limpios y desengrasados, 0.025mi de la
suspension antigénica, en cada una de las divisiones marcadas.

10 - Distribuir en forma homogénea en toda la superficie de la misma.

11 - Secar las impromtas a 37 ¢.

12 - Conservar en congelador a -20c.

Antigeno para ISAGA

1 - Extraer exudado del peritoneo de ratén inoculado 72 horas antes con' T.gondii.
2 - Observar por exdmen microscépico que no contenga células.

3 - Centrifugar a baja velocidad 10 minutos.

4 - El sobrenadante centrifugarlo 15 minutos a 3000rpm.

5 - Lavar el sedimento tres veces con PBS, centrifugando 15 minutos a 3000 rpm.
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6 - Diluir al medio con solucién salina formolada al 2%.

7 - Realizar un recuento de taquizoitos en cdmara para recuento de globulos blancos.

8 - Diluir en buffer alcalino hasta obtener 106 taquizoitos/ml.

DOBLE DIFUSION ARCO 5 (DD5) PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION
POR ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

Materiales:

Portaobjetos de 2.5 x 7.5 c¢m
Agar al 1.2%

PBSpH 7.2
Sacabocados

Cémara himeda

Mapa de agujeros
Pipetas automdticas
Pipetas Pasteur
Antisuero de referencia
Antigeno para DD5
Cristalizador

Pape!l Whatman Nro 1
Sc Colorante

Sc Decolorante

Jarras de Koplic
Marcadores

Pinzas

Procedimiento:

1 - Reconstituir con agua destilada, segin el rétulo de la etiqueta,

DD5 y el antisuero de referencia.

el antigeno para
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2 - Marcar con el nimero de cédigo que corresponda, ldminas portaobjetos de 2.5 x 7.5 cm
perfectamente limpias y secas, en cada una de las cuales se pueden examinar dos sueros.
3 - Colocar sobre una superficie lisa y nivelada. Distribuir 3.5 ml del Agar previamente
fundido sobre cada una y lo dejar solidificar a temperatura ambiente.
4 - Colocar las ldminas sobre el diagrama y cortar en el agar los orificios para el antigeno,
el antisuero control y el suero en estudio.
5 - Sueros en estudio: el orificio de 10 mm de didmetro, volumen aprox de 180 pl

3 Antisuero de referencia: 6 mm en 60 yl

4 Antisuero de referencia: 1 mm en 3 gl
6 - Llenar los orificios respectivamente con el suero en estudio, el antisuero control y el
antigeno, llevar las ldminas a una cdmara himeda y dejar difundir a temperatura ambiente
durante 40 - 48 hs, sin mover.
7 - Finalizada la difusién, sumergir las ldminas en solucién fisiolégica tamponada pH 7.4 y
dejar en ella a temperatura ambiente durante 36 hs. Durante este periodo, se cambiard 5
veces la solucién de lavado. Para que el lavado sea mds efectivo, es conveniente al hacer los
dos primeros cambios de liquido, eliminar de los orificios del antigeno, el antisuero y los
sueros, los posibles restos que pudiesen haber quedado adheridos a las paredes. Para ello,
mediante una pipeta, se los rociard a moderada presién con solucién fisiolégica famponada.
8 - Finalizado el lavado, sumergir las laminas durante 10 minutos en agua destilada. Luego,
envolverlas en papel de filtro ( Whatman N* 1 ) previamente humedecido en agua
destilada y poner a secar en una estufa a 37°C.
9 - Una vez secas las ldminas, retirar cuidadosamente el papel que las envuelve vy
sumergirlas 15 - 20 min. en solucién colorante.
10 - Escurrir las ldminas, enjuagarlas con agua, volver a escurrir y sumergir en la solucién
decolorante durante 30 - 40 min.

11 - Dejar secar a temperatura ambiente.

NOTA: Para visualizar mejor las bandas, se pueden limpiar suavemente, con un algodén
embebido en alcohol.
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Conjugado: Anti Inmunoglobulina humana marcado con peroxidasa

Sustrato: DAB (diaminobencidina) -
eroxido de hidrégeno

Papeles de filtro B
Cubetas para incubar las tiras de nitrocelulosa
Sueros problemas inactivados

Controles positivos y negativos

Bisturi

Colorante para los pesos moleculares: Negro Amido
Agitador

Pinza .

Probetas

Procedimiento:

Etapas del Western blot:
SDS-PAGE

Transferencia a nitrocelulosa
Reaccién inmunoenzimdtica

Interpretacién de resultados

SDS-PAGE

1 - Se separan las proteinas de acuerdo a la técnica descripta por Laemmli, con
modificaciones, en un gel de poliacrilamida de 0.75mm de espesor, 4% de T en el del de
stacking y 12.5% del gel running; en condiciones no reductoras (sin 2 Mercapto etanol) en
una cuba Mini Protean TI de BioRad.

2 - Armado de los geles.

3 - Armar el equipo ( cuba Mini protean IT de Biorad) de acuerdo al manual del fabricante.

4 - Utilizar separadores de 0.75mm de espesor.

5 - Mezclar los reactivos para armar primero el running (colocar a lo dltimo. el TEMED).
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10 % 125 % 15 %
Solucién A 3.34 ml 4.16 ml 5 ml
Solucién B 2.5 mi 2.5 ml 2.5 ml
Solucion C 100 i 100 ul 100 ul
Persulfato B0 ul 50 ul 50 ul
TEMED 10 ul 10 ul ‘ 10 ul
Agua destilada 4 mi 3.18 m! 2.35 ml
Volumen final 10 ml 10 ml 10 m|

6 - Agitar levemente para homogeneizar, una vez que se tiene todo el equipo armado,
adicionar el TEMED, y colocar rdpidamente entre los vidrios {(aproximadamente 3.5

mi).

7 - Colocar unos 100 4l de agua para nivelar el gel.

NOTA: En todo momento evitar la formacién de burbujas

8 - Una vez polimerizado el gel de running, preparar el gel de stacking, mezclando los
reactivos correspondientes.
9 - Gel Stacking:

Solucién A 830 ul

D 600 ul

c 50 ul

Agua destilada 3.52 ml

Persulfato 50 ul

TEMED 2.5 ul
10 - Sacar el excedente de agua sobre el gel de runnig por inversion. Luego colocar la
solucién para el gel de stacking.
11 - Rdpidamente, colocar el peine correspondiente.

12 - Entodo mohenfo, evitar la formacién de burbujas.
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Preparacién de la muestra:
1 - Medir la conce:nfracién; de proteinas y sembrar:
15 a 20 ug de proteina para la fraccién S2B por calle
0.8 a 1 ug de proteina para el liquido hidatidico total por calle
2 - Diluir al medio la muestra a sembrar en buffer muestra.
3 - Conjuntamente, utilizar marcadores de peso molecular, segin las instrucciones del
fabricante.
4 - Siembra
5 - Corrida
6 - Condiciones de corrida: a voltaje constante de 200 V, 60 mAy 30 W,
7 - Durante aproximadamente 1 hora, o hasta que el frente de corrida llegue al borde del

gel.

Transferencia a nitrocelulosa:
Una vez finalizada la corrida, desarmar el SDS PAGE y preparar el equipo (Trans
blott de Biorad), segin instrucciones del fabricante, para la transferencia.

Las condiciones de transferencia son: 100 V, 250 mA y 60 W durante 1 hora.

Reaccion inmunoenzimdtica:

Bloguear la nitrocelulosa una hora con PBS-Tween 0.5%-leche 5% a temperatura
ambiente,con agitacién (Todas las incubaciones son de una hora, a temperatura
ambiente con agitacion suave)

(La nitrocelulosa marcada y bloqueada puede guardarse a -20° € hasta 60 dias)

Lavar tres veces ( B min cada uno) con PBS-Tween 0.5%

Diluir los sueros 1/100 en TBS-SNO-FC-Lechel 5%

Incubar los sueros con la nitrocelulosa una hora

Lavar tres veces

Incubar con el anti Ig-humana conjugado con peroxidasa en la dilucién éptima en PBS-
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Tween 0.5%-leche 2.5%

Lavar dos veces con PBS-Tween 0.5% y una vez con PBS

Revelar con DAB
Interpretacion de Resultados

Necesariamente, deben estar presentes las bandas correspondientes al antigeno 5: sin 2

Mercapto etanol 65-55 kDa
8/12 - 16 - 20 - 30 kDa Ag B (Que puede no estar presente)

ELISA DE CAPTURA PARA DETECCION DE COMPLEJO INMUNE CIRCULANTE
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR E. GRANULOSUS

Varios estudios muestran la presencia de complejos inmunes circulantes (CIC) especificos e
inespecificos en sueros de personas con Hidatidosis. Ademds, algunos estudios demuestran
que los niveles de CIC decrecen drdsticamente en pacientes post quirdrgicos y en pacientes

bajo tratamiento.

La técnica es un Elisa de captura en el que se utiliza un Anti 5 policlonal adsorbido a la
placa de poliestireno que atrapa los complejos por el antigeno y se hace reaccionar luego

con un conjugado anti humano de tipo anti Ig 6 0 I6 M

Materiales:  Placas de fondo plano Maxisorp Nunc Immuno Plate
Cdmara himeda
Pipetas automdticas
Buffer de marcacién:  Buffer carbonato/bicarbonato pH: 9.6
Solucién de lavado: PBS - Tween 0.1%

Solucién de bloqueo:  PBS - Tween 0.1% - Seroalbimina bovina 2%
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Criterio de positividad del ELISA

Cada laboratorio debe calcular su cut off en sus condiciones de uso, y segin la
poblacién a estudiar.

Seleccionar, como minimo, 20 sueros de personas sanas, sin antecedentes de Hidatidosis, y
si es posible de una zona no endémica.

Con las densidades épticas obtenidas, calcular la DO promedio y el desvio standard.

El cut off es Doprom+3desvios

Para nuestro Laboratorio, el cut off obtenido es de 0.285 para CIC de tipo Ig 6 y 0.252
para CIC de tipo Ig M. (Pero cada laboratorio debe calcular su cut of f para su metodologia

y para la poblacién en estudio)

DOT ELISA PARA DETECCION DE ANTIGENO CIRCULANTE PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR E. 6RANULOSUS

Se basa en la precipitacién de los complejos inmunes circulantes presentes en el suero con
polietilenglicol (PEG): polimero que no desnaturaliza las proteinas que precipita. La
precipitacién depende del peso molecular y la concentracion de las proteinas: las proteinas
normales del suero no precipitan con concentraciones menores al 4%; entonces  los

complejos inmunes circulantes son de mayor peso molecular y precipitan en presencia de
PEG al 3%.

Las proteinas precipitadas se adsorben en forma pasiva sobre un soporte inerte, como la
nitrocelulosa. Los complejos se disocian con un buffer dcido, se amplifica la sefial con un
-sistema de Anti 5 en conejo y conjugado anti conejo. Al revelar con el sustrato, el producto
insoluble precipita en la nitrocelulosa y se aprecia una mancha de color marrén.

Materiales:  Sueros problemas inactidados
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Control positivo

Control negativo

Precipitante: Polietilenglicol 8000 al 6% en PBS pH 7.4
Sc lavado y para resuspender el pellet: PBS pH 7.4
Buffer disociante: Glicina 0.1 M pH 2.5

Buffer lavado del DPBS - Tween 0.5%

5c¢ blogueante:

PBS - Tween 0.5% - Leche 5%

Sc diluyente de primer Ac y conjugado: PBS - Tween 0.5% - Leche 2.5%
Sustrato:  Diaminobencidina

Perdxido de hidrégeno

Nitrocelulosa

Tubos Epperdorff de 0.5 ml

Centrifuga tipo Sorvall para Epperdorff

Pipetas atomdticas

Guantes

Pinzas

Anticuerpos monoclonales Anti 5

Conjugado: anti-conejo marcado con peroxidasa

Agitador

Procedimiento:

1 - Colocar en tubos Epperddorff, 50 _| de suero y 50 _!| de PEG (Si se usa menor

cantidad de sueroc, respetar la dilucién en partes iguales de suero y PEG).

2 - Incubar no mds de 18 horas en heladera. { dejar precipitande de un dia para el ofro. No

exceder el tiempo de precipitacién, ya que se redisuelve el precipitado).

3 - Centrifugar 2 a 3 min a 7.000 rpm en frio (las centrifugaciones de los lavados también

se hardn en frio para evitar que se redisuelva el precipitado).

4 - Descartar totalmente el sobrenadante, y resuspender el pellet en 100 ul de PBS.



DIAGNOSTICO €N PARASITOSIS ~ LN.P. "Dr. Mario Fatala Chabén”

5 - Volver a centrifugar 2 a 3 min a 7000 rpm.

6 - Repetir los pasos 4 y b dos veces mds (en total son tres lavados).

7 - En el Gltimo lavado, descartar completamente el sobrenadante y resuspender en 10 _|
de PBS (Se pueden guardar asi a -20°C)

8 - Sembrar 5 ul del pellet resuspendido directamente sobre la nitrocelulosa
(previamente humedecida en agua destilada)

9 - Incubar una hora a temperatura ambiente en cdmara himeda, sin mover.

NOTA: todas las incubaciones son a temperatura ambiente.

10 - Sembrar 2 ¢ del buffer disociante. Dejar no mds de 5 min.

i1 - Lavar 3 veces con PBS-Tween 0.5%, Bmin cada vez, con agitacion,

12 - Bloguear con PBS-Tween 0.5%-leche 5% una hora con agitacién suave.

13 - Lavar tres veces

14 - Secar suavemente.

15 -Incubar 30 min con agitacién suave, con el Anti 5 diluido en PBS-Tween0.5%-
Leche2.5%. |

16 - Lavar tres veces

17 - Secar suavemente.

18 - Incubar con el conjugado (anti conejo), diluido en PBS-Tween 0.5%-Leche 2.5%, 30
min, con agitacion suave.

19 - Lavar dos veces con PBS-Tween 0.5% y una vez con PBS

20 - Revelar con el sustrato (DAB): colocar la nitrocelulosa en la solucién de sustrato
recientemente preparada, y observar la aparicién de una mancha marrén. Apenas comienza
a hacerse bien nitida la mancha, parar la reaccién colocando la nitrocelulosa en agua
destilada, enjuagar abundantemente y secar sobre papel absorbente.

21 - Guardar la nitrocelulosa entre papeles de filtro o secantes.

NOTAS @ Titular los anticuerpos a utilizar en un sistema de damero.
No dejar los sueros precipitando mds de 18 a 20 hs: si se deja mds tiempo, se redisuelve el

precipitado.
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Los pellets lavados se pueden conservar hasta 5 dias congelados a -20*C.

La nitrocelulosa con los antigenos adsorbidos y bloqueada puede conservarse hasta tres
dias guardada entre papeles de filtroy bien envuelta a -20*C.

La DAB es muy insoluble. Es por ello que se recomienda pesar la DAB y colocarie el PBS y
dejar agitando al resguardo de la luz, por lo menos una hora antes de ser utilizada (el
perdxido de hidrdgeno se coloca en el momento preciso antes de usar). Si se nota que no es
buena la disolucién, se recomienda filtrar la DAB antes de usar, para evitar manchas sobre
la nitrocelulosa.

Titular los anticuerpos utilizados en un sistema de damero.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA) PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
TOXOCARA

Esta técnica se basa en la absorcién pasiva del antigeno a una fase sélida ( superficie de
poliestireno), este antigeno se pone en contacto con la dilucién adecuada de suero, luego se
adiciona antigamaglobulina especifica unida a una enzima (conjugado) y por ultimo se
agrega el sustrato enzimdtico correspondiente, produciendo und coloracién caracteristica.
El color es directamente proporcional a la cantidad de conjugado ligado al complejo

antigeno anticuerpo, en consecuecia a la cantidad de anticuerpo presentes en la muestra.

Materiales: Pipetas automdticas de 10 a 50 ul
Pipetas multicanal de 50 a 200 ul
Policubetas de 96 celdas fondo plano (Inmunolon IT)
Policubetas de 96 celdas fondo plano o en U para efectuar diluciones
Papel de filtro Whatman N°1

Marcadores resistentes al agua
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Estufa de incubaciona 37°C

Heladera

Bafio Maria a 56°C

Antigeno Escretor secretor cc 5 ug/ml

Carbonato de sodio (Merck : 106395)

Bicarbonato de sodio { Merck 6329)

Gammaglobulina humana 6 marcada con peroxidasa( Sigma cat :1881)
Buffer de fosfato PBS pH 7.4

Tween 20 (sigma p:1373)

Leche descremada en polvo (Difco laboratories cat: 0032-17-3)
Acido citrico (Merck 100244)

ABTS (2,2azino di (3-etilemtiazolino dcido sulfonoco Sigma a:1888) Acido
Fluorhidrico 0.1 M pH:3.2

Agua Oxigenada 30 volumenes(Merck 107210)

Controles de sueros positivo alto ;medio, negativo

Control de suero interno o de precisién

Preparacién de las Soluciones:

Solucién Madre (10x) de PBS

Fosfato Disédico (Baker Analizer 3828-00)
Fosfato Monopotasico(Merck.48739) 5.7 g
Cloruro de Sodio( Merck 106404) 84.0¢g
Agua Destilada csp 1000ml

Solucién de trabajo:
De la solucion madre de PBS se toman 100 mly se lleva a volumen final de 1000 ml con agua

destilada.

2- PBS /TWEEN 0.1 %(PBS /T)
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PBSPH 74 100 mi
Tween 200.1ml
3-PBS / Leche descremada 1.5 % (pbs/I)

PBS pH 7.4 100 m|

Leche descremada 15¢

4-Buffer Carbonato ph 9.6

Bicarbonato de Sodio 0.1 m. 500 ml
Carbonato de Sodio O.1mcsp ph 8.6
5-Sustrato

Preparacion de la solucién madre de ABTS
ABTS 255mg

Agua Destilada 1.25 ml

Guardar a 4°C

Solucion de trabajo para una policubeta
Agua Oxigenada 30 vol diluida 1/16 50ul
Solucion madre de ABTS 50ul

Acido Citrico 12mi

Procedimiento:

LMarcar las policubetas con 50 ul de antigeno diluido a una concentacion de 5 ug/ml en
buffer carbonate /bicarbonatos ph:9.5

2.Dejar en la heladera 18 horas.

3.Lavar 3 veces con PBS/T durante 5 minutos.

4.Bloquear con 100 ul de PBS /I 1 horaa 37 °C .

5.Diluir el suero 1/100.

6.Incubar 50 pl de las diluciones de suero con el antigeno colocado en las policubetas, 30
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minutos a 37 °C en camara himeda.

7.Retirar las policubetas de la estufay lavar 3 veces durante 5 minutos con PBS/T,
8.Incubar con 50 ul de la dilucion del conjugado , 30 minutos a 37°C en cdmara himeda.
9.Lavar 3 veces durante 5 minutos con PBS/T.

10.Agregar 100 ul de sustrato , incubar 10 minutos en cdmara himeda

11.Detener la reaccién con 100 ul de écido fluohidrico.

12.Leer lareaccién en un lector de policubetas Dynatech mr 4000 a 410 nm.

NOTA: Colocar siempre blanco y controles positivos y negativos.

Titulacién de antigamma globulina humana marcada con peroxidasa

Existen preparados comerciales de diferente calidad, es nesesaric controlar cada lote y
titular para cada equipo de lectura. La dilucién éptima serd aquella que permita diferenciar

tres grupos de suero controles positivos aito, bajo y negativo.
Se realiza el mismo procedimiento empleando diluciones del conjugado mayores y menores
que las especificadas por el fabricante con buffer PBS/T; cada dilucién de conjugado debe

ser probada con los sueros controles.

Procedimiento para elejir la dilucién de conjugado

Sueros Dilucién del Conjugado Conjugado de Referencia
171000 1/2000 1/4000 1/2000

Negativo Pos Neg Neg Neg

Positivo Pos Pos Neg Pos

En el ejemplo, la dilucién de eleccién es 1/2000 dado que los resultados son idénticos a los

del conjugado de referencia.
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WESTERN BLOT PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR TOXOCARA.

Esta técnica se basa en la absorcion pasiva del antigeno a una fase sélida ( superficie de
Nitrocelulosa); el antigeno se pone en contacto con la dilucién adecuada de suero, luego se
adiciona antigamaglobulina especifica unida a una enzima (conjugado) y por Ultimo se
agrega el sustrato enzimdtico correspondiente, produciendo una coloracidn caracteristica.

El color es directamente proporcional a la cantidad de conjugado ligado al complejo

antigeno anticuerpo, en consecuecia a la cantidad de anticuerpo presentes en la muestra. -

Materiales:  Pipetas automdticas de 10 a 50 ul.
Pipetas multicanal de 50 a 200 ul.
Membrana de nitrocelulosa de 0.45 u de poro.
Tubos para efectuar diluciones.
Papel de filtro Whatman N°1.
Marcadores resistentes al agua.
Heladera.
Bafio Maria a 56°C. a
Antigeno Escretor secretor de Toxocara canis.
Gammaglobulina humana 6 marcada con peroxidasa {Sigma cat :1881)
Buffer de fosfato PBS pH 7.4.
Tween 20 (Sigma p:1373).
Leche descremada en polvo (Difco laboratories cat: 0032-17-3 .
Diaminobencidina.
Agua Oxigenada 30 volumenes{Merck 107210). -
Controles de sueros positivos alto, medio, negativo.

Control de suero interno o de precisién.
Preparacién de las soluciones:
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Solucion Madre (10x) de PBS

Fosfato Disédico (Baker Analizer 3828-00)
Fosfato Monopotdsico (Merck.48739) 5.7 g
Cloruro de Sodio ( Merck 106404) 840 g
Agua Destilada csp 1000m|

Solucién de trabajo:

De la solucién madre de PBS se toman 100 miy se lleva a volimen final de 1000 mi con agua

destilada.

2-PBS / Leche descremada 1.5 % (PBS/])

PBS pH 7.4 100 m|
Leche descremada 15¢

3-PBS / Leche descremada 5 % (PBS/5)

PBS pH 7.4 100 m

Leche descremada 5¢g

Solucion de lavado PBS /Tween 0.5 %

4.Sustrato

Diaminobencidina 10 mg
PBS 15ml
H202. 12ul

Procedimiento:
1 - Transferir el antigeno a la membrana.
2 - Bloguear de PBS/5 1 hora a femperatura ambiente.

3 - Lavar 3 veces con PBS / Twenn 0.5 % durante  minutos.
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4 - Hacer diluciones 1/100 de los sueros en PBS/I

5 - Incubar las diluciones de suerc con la membrana 1 hora a ta en cdmara himeda.
6 - Lavar 3 veces durante b minutos con PBS/ tween 0.5%

7 - Incubar con dilucién del conjugado, 1 hora a ta.

8 - Lavar 3 veces durante 5 minutos con PBS/1 05 %

9 - Agregar sustrato, incubar 3 minutoes, lavar con agua destilada.

10 - Leer la reaccién visualmente.

NOTA: Colocar siempre blanco y controles positivos y negativos

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
TOXOCARA.

Se basa en que la unién antigeno anticuerpo especifica es revelada por una
antilnmunoglobulina & marcada con isotiocianato de fluoresceina y esta unién observada en

un microscopio de fluorescencia.

Materiales: Pipetas de 10 a 50 ul.
Cubreobjetos de 22 x 48 mm.
Policubetas para efectuar diluciones.
Cémara himeda con palillos.
Papel de filtro.
Marcadores.
Jarras de koplim.
Improntas con cortes de larvas libres.
Antigammaglobulina humana & marcada con isotiocianato de fluoresceina.
Buffer de fosfato pbs ph 7.6

Glicerina buffereada.
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grupos de suero controles, positivo alto, bajo y negativo

Procedimiento:
1 - Retirar las improntas del congelador.
2 - Lavar rapidamente con agua destilada para eliminar exceso de sales.

3 - Secar las improntas con papel de filtro whatman presionande suavente o empleando

corriente de aire.

4 - Rotular las improntas.

5 - Hacer diluciones seriadas con los sueros controles desde 1/16hasta 1/2048.

6 - Incubar las diluciones de suero con el antigeno colocado en las improntas, 30 minutos a
37 ° C en cdmara himeda.

7 - Preparar diluciones del conjugado mayores y menores que las especificadas por el
fabricante con buffer pbs ph 7.6 Cada dilucion de conjugado debe ser probada con los
sueros controles.

8 - Retirar los preparados de la estufa y lavar 10 minutos con agitacion en pbs ph 7.6

9 - Colocar el control de coloracién inespecifica en cada determinacién.

10 - Incubar con las diluciones del conjugade en estudio y con el conjugado de referencia,
30 minutos a 37 °C en cdmara himeda.

11 - Lavar como en el paso 8 y secar con papel de filtro o corriente de aire.

12 - Colocar una gota de glicerina buffereada y superponer un cubre objeto evitando la

formacion de burbujas.

13 - Lectura de la reaccién.

Examinar los preparados con 400 aumentos para producir la exitacién con sistema de

iluminacion de epifluorescencia.

Lectura positiva es la que presenta fluorescencia amarillo verdosa en la membrana del

pardsito.

Lectura negativa cuando se observan los pardsitos de color rojo ladrillo o solomente hay

fluorescencia en alguno de los polos o lados del pardsito.
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Ejemplo para la eleccidn de la dilucién de conjugado.

Sueros Dilucién del Conjugado Conjugado de Referencia
1/100 1/200 1/400 1/200

Negativo 1/16 Neg Neg Neg

Positivo 1/512 1/256 1/128 1/256

(1/256)

En el ejemplo la dilucién de eleccién es 1/200 cuyos resultados son idénticos a los del

conjugado de referencia.

Mecanismo de la reaccién:

1 - Tnactivar los sueros 30 minutos a 56°C

2 - Prepar las diluciones de los mismos en buffer pbs.

3 - Repetir los pasos 1, 3, 4y 6 de titulacién de conjugado.

4 - Preparar la dilucién de conjugado.

5 - Repetir desde el paso 8 al 13.

6 - Efectuar la lectura de la reaccién.

El titulo estd dado por la Gltima dilucién que se detecta.

Fluorescencia: actualmente se estén informando a nivel internacional en unidades

internacionales convirtiendo las diluciones en UT.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA) PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION
POR TRICHINELLA SPIRALIS

Materiales:  Policubetas Maxisorb (NUNC)
Buffer carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9.6
Buffer PBS 1xpH 7,2
Buffer citrato de sodio 0,05M pH5 5
Solucién de lavado: PBS 1x / Tween20 0,05%

Solucién de dilucién de muestra y conjugado: PBS 1x / leche 5% (Molico)
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ejemplifica en la figura adjunta.

Para aceptar los resultados de la analitica de cada dia, los mismos deberdn estar entre los

siguientes limites:
Suero de Control REACTIVO = entre +25.
Suero de Control NO REACTIVO = no > que el Titulo de corte.

En el ejemplo de la figura la prueba de ELISA tiene un titulo de corte de 0,200 Densidad
Optica (lectura a 490 nm).

Control de las pruebas cudlitativas:
Para este tipo de pruebas también deben incluirse en la rutina sueros de control

REACTIVOS y NO REACTIVOS vy registrar sus resultados en una planilla especialmente

destinada para esto.

Para aceptar el proceso de andlisis, todos los dias, estos sueros deberdn cumplir la

condicién de dar resultados:

REACTIVO para sueros de control REACTIVOS y

NO REACTIVO para los sueros de control NO REACTIVOS.
Andlisis fuera de control y medidas correctivas:
Cuando los resultados de los sueros de control caen fuera de los limites permitidos (o no
cumplen las condiciones, para pruebas cualitativas) se debe rechazar el proceso del dia y

proceder a detectar los errores para corregirlos, de la siguiente forma:

1 - Revisar las posibles causas de error, controlando si hubo cambios de oper‘ador;
diluciones, bufers, conjugados, microscopio o espectrofotémetro, etc. Repetir el proceso,

habiendo o no hallado la causa de error.

2 - Si se reiteran estas situaciones deberd tenerse en cuenta si ocurren siempre hacia un

90












DIAGNOSTICO €N PARASITOSIS - LN.P. "Dr. Mario Fatala Chaben”

El PH debe ajustarse a 7.2

2. PBS + antibiotico
La forma de preparar la solucién primaria de penicilina/estreptomicina varia segin la
presentacién de estos antibiéticos. Los antibiéticos deben reconstituirse en solucién

salina fisiolégica estéril, a fin de lograr una concentracion final asi:

Penicilina 5.000 U por mi

Solucién Primaria
Estreptomicina 10 mg. por ml

Para obtener la solucién de trabajo (PBS + antibidtico) se diluye la solucién primaria

de PBS como sigue:
Solucién primaria 1 ml

Soluciones de Trabajo
PBS: 9 ml

Esto da una solucién 1:10, con una concentracién final de 1000 U de penicilina y 1000 .

ug de estreptomicina por ml.

! NOTA: Se recomienda mantener la solucién congelada hasta el momento de usar.

H

3. Colorante de Giemsa
Solucién Stock:

Colorante de Giemsa en polvo, certificado 0,75 grs.
Alcohol metilico puro 65,00 cc

Glicerina pura 35,00 cc

o4
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MEDIO PARA CULTIVO DE T. CRUZI (BHT)

Brain heart infusion 37 g/I
Tryptosa 3 g/|

PO4 Na 2H,04 6/L
KCl0.4 g/!

6lucosa 0.3 g/1

H20 dest.c.sp.

Disolver y agregar Hemina (0.02 g/ l) Autoclavar a 1 atm., 15 min.
Agregar 10 % de suero fetal bovino inactivado y Penicilina (200.000 U/I) - Streptomicina
(200 mg/1).

Fase sélida:
Nutrient agar Difco
Suero desfibrinado de conejo al 15%

SOLUCIONES UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO DE ENTEROPARASITOSIS Y
OTRAS PROTOZOOSIS DE INTERES SANITARIO

1. Solucién Salina Formolada

- Cloruro de sodio 85-90¢g
- Formol 40% 50.0 mi
- Agua destilada 1000.0 ml

2. Solucién de Cloruro de Mercurio Acuoso Saturado (*)

e Cloruro mercirico cristales (Cl2Hg) 110 g
*  Agua destilada 1000 mi

1- Disolver los cristales de cloruro mercirico, calentando la mezcla (sin hervir, se puede
realizar en Bafo Maria).

2-Dejar enfriar lentamente hasta que prec:pute el exceso de cristales.

3-Filtrar la solucién sobrenadante en el momento de usar.

4-Conservar en frasco caramelo con tapén de vidrio la solucién stock sin filtrar
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38. SAF, Solucidn Acética formolada

- Acetato de sodio 18¢g

- Acido acético 20 ml
- Agua destilada 940 ml
- Formol comercial 40 ml
- Glicerina 20 ml

39. PAF, Fenol (Phenol), Alcohol, Formol

- Solucién fisiolégica 815 m!
- Fenol liquido 20 ml
- Alcohol 95° 125 ml

Para disponer de fenol fiquido se lo debe calentar a bafiomaria y lue-go agregar un 5 % de
agua destilada, cuando se enfria no se solidifica. Tiene la ventaja que en lugar de pesar el

fenol, muy higroscépicoe irritante, se mide el volumen indicado.

40. MIF, Merthiolate, Lugol (Iodide), Formol

Solucidn A

- Agua destilada 500 mi
- Merthiolate 400 ml
- Glicerina 10 mi
- Formol comercial 50 mi
Solucién B

- Agua destilada 500 ml
- loduro de potasio IK 10g

- Yodo metdlico S5g

Solucién para usar
- Solucién A 47 mi
- Solucion B 3ml

Para preparar la solucién B, es conveniente disclver 2! loduro en agua destilada y luego ir
agregando €l Yodo lentamente. La solucién Ay B se mezclan en el momento que va a ser
utilizada.
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Fosfato

monobdsico KoHPO, 15¢g

de potasio
Cloruro de

Sodio CINa 76g

Agua

destilada 1000 mi

csp

La solucidn 1 X llevar a pH 7.4 y estard lista para usar

La solucién 10 X; colocar 100 mi de esta solucién madre y llevar a 1000 ml con agua

destilada. Llevar a pH 7.4

3. Agar Noble

Buffer de lavado de DD5 caliente @ 100 ml
Agar v 12g¢

Agitar hasta que esté transparente

Agregar una punta de espdtula de azida sédica como conservante

Fraccionar en tubos y conservar a 4° C

4. Colorante

Amido Schwarz05 g
Acido aceético glacial 200¢
Agua destilada csp 100G m|

Conservar en frasco color caramelo.

5. Decolorante

Alcohol etilico 400 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada csp 1000 m!
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