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LEA ESTAS INDICACIONES ANTES DE COMENZAR

- 31 opt, por realizar el curso, deber— capaciiarse como m,nimo en dos de las ires f«cnicas que ofrecemos.

- La leciura de la “Gu,a de Procedimienios” deber— complementarla con el video; «sie le mosirar— los movimienios
adecuados {Gesios profesionales) en la ejecuci,n del mdodo. Para una mejor asimilaci,n de las secuencias, luego de
una primera lectura de los contenidos, redna los materales necesarios para realizar la i«cnica (s uflizar sueros ni
reaciivos) para acompainar los movimienios que muesira el video.

- Compleie el cuesiionario de “Aciividad” inclu,da en la “Gu,a de procedimienios”. Las pregunias que se incluyen
fienen como finalidad que usied pueda interorzarse sobre los procedimienios uilizados en el diagn,siico de la infecci,n
por Trypanosoma cruzi que se realiza en su —mbito de frabajo.

-Una vez completa , deber— remifir a esie Instituio, deniro de las fechas indicadas en el cronograma adjunto, la
evaluaci,n parcial para su correcc,n, adjuniando copia del cuestionaro de “Aciividad” con la informaci,h que obienga.
- Coniar- con la asesor,a de un profesional a quien podr— consuliar si surgen dificuliades para avanzar en su
capaciiaci,n. Puede coniaciarse v,a e-mail: docencianp neiex.com.ar. De no ser posible, al FAX: 011 4 331 7142 o
medianie correo posial a: Instituto Nacional de Parasiiolog,a “Dr. Mario Fatala Chab«”, Servicio de Docencia, Av.
Paseo Col,n 568 {1083) Ciudad Aui,noma de Buenos Arres.

- Aprobada la evaluaci,n, usied esi— en condiciones de soliciiar un segundo m,dulo, siendo el procedimiento 1diico al
expliciiado.

- Teniendo aprobadas las evaluaciones parciales, deber— concurnir a nuesiro Instituto en fecha a acordar, segan lo
establece el cronograma para rendir una evaluaci,h de la que depender- la aprobaci,n del curso.

- Con la aprobaci,n de esta dliima nstancia, le eniregaremos un cerfificado otorgado por el Instiiuio Nacional de
Parasiiolog,a “Dr. Mario Fafala Chab«n”




El laboratorio tiene gran importancia en el diagnéstico de la infeccion por 7. cruzi,

ya que los cuadros clinicos encontrados en las fases agudas y cronicas, en muy pocos

casos tienen signos patognoménicos.

La demostracidn de la presencia del parasito constituye un diagnostico de certeza de la
infeccion. Sin embargo en la practica sélo es posible detectar eficientemente la forma
circulante del 7. cruzi durante la fase aguda. En etapas posteriores el diagnostico de
laboratorio se apoya en la deteccion de elementos que sefialen indirectamente la
presencia de la infeccion, tales como antigenos parasitarios circulantes o, mas
comunmente anticuerpos séricos. El resultado del inmunodiagndstico es sélo indicativo
de infeccion y no del estado clinico del paciente.

El diagnostico de laboratorio de la infeccion de Chagas por T cruzi es de
fundamental importancia para:

* El control y tratamiento de la Enfermedad de Chagas

* El desarrollo de medidas de control de la endemia

* Deteccion de la transmision vectorial

» El seguimiento serologico de los nifios de 2 a 14 afios

* La deteccion de la madre chagdsica y el seguimiento del recién nacido hasta el
primer aiio de vida

» El control obligado de la sangre donada para transfusiones

» El seguimiento de pacientes inmunosuprimidos ( trasplantes de organos, HIV, etc )

La Normativa vigente, establece que para el estudio de pacientes en la etapa aguda los
métodos de diagnostico recomendados son los Parasitolégicos —que se detallaran en
otro modulo- y para la etapa indeterminada y crénica los métodos de eleccion son los
serologicos. Los métodos parasitoldgicos no son los indicados en estas etapas por su
baja sensibilidad que es menor al 50%.

Las Duplas Seroldgicas recomendadas son:

. HAI- IFI
. HAI - ELISA
. ELISA - IFI

PRUESENTA

LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS
Video para capacitacion

&

Ministerio de Salud

c 4"\ i
» = 9"

v"" -

INSTITUTO NACIONAL
DE PARASITOLOGIA

NP

...........................................................................nnmmonuucwmeu



El empleo de duplas serologicas permite combinar distintos antigenos y demostrar
distintos anticuerpos en el suero del paciente. Si las dos reacciones efectuadas coinciden
en sus resultados se puede certificar o descartar el diagnodstico de infeccidon chagésica.
Para aquellas muestras de reacciones discordantes, se debe solicitar una nueva muestra
y si la discordancia se repite se recurrira al centro de referencia provincial o nacional
para su confirmacion.

Métodos Serologicos

A través de los métodos seroldgicos detectamos anticuerpos especificos generados
en respuesta a la infeccion por Z.cruzi. En todos los casos se determinan
Inmunoglobulina humana, de tipo IgG y/o IgM. La utilidad de estos métodos y su
aplicacion van a depender de las diferentes situaciones epidemiolégicas y
diagnosticas.

Método de Inmunofluorescencia
Introduccion

El procedimiento conocido con el nombre de técnica de anticuerpos fluorescentes
(fluorescent antibody technique) fue introducido, en 1941, por el investigador Albert
Coons quien intentd conjugar los anticuerpos con colorantes fluorescentes y en 1942
publico la primera aplicacion de esta técnica inmunoldgica.

La microscopia de inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoquimica que ha
tenido significativos avances técnicos desde aquellas tempranas investigaciones en que
la antiglobulina marcada era utilizada para localizar su antigeno especifico. Con la
obtencion de conjugados estables, la técnica de anticuerpos fluorescentes se ha
diversificado en los tltimos 25 afios.

La inmunofluorescencia tiende a descubrir antigenos o anticuerpos mediante la
fluorescencia especifica que se produce al unirlos con sus anticuerpos o antigenos
respectivamente y observar al microscopio la fluorescencia.

Para la marcacion de proteinas inmunoldgicas se utilizan distintos fluorocromos, como
isotiocianato de fluoresceina, rodamina B de lisamina o acido 1-dimetilaminonaftil-5-
sulfonico. Estos deben cumplir con las siguientes propiedades:

1)- Su molécula debe presentar grupos capaces de reaccionar formando uniones estables
(covalentes) con la molécula de proteina.
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2)- Su rendimiento cuantico no debe afectarse significativamente después de conjugarse
con la proteina. En general no se admiten disminuciones superiores a un 50% con
respecto a su eficiencia en disolucién. 3)- El color de fluorescencia del conjugado debe
diferir de la emision fluorescente primaria que puede presentar la preparacion, como
para asegurar un buen contraste.

4)- No debe interferir con las propiedades inmunoldgicas de la globulina.

5)- El conjugado debe ser estable bajo condiciones normales de almacenamiento.

6)- Cuando un conjugado es utilizado para la deteccion de un antigeno in vivo, no debe
ser toxico.

Actualmente, el isotiocianato de fluoresceina (FITC) es el compuesto mas empleado en
la marcacion ya que es el que cumple con las seis premisas establecidas. El maximo de
absorcion, mas significativo, es el azul visible (470-490nm), que superpone parte de su
superficie con la banda de emisién con maximo a 550nm. Es por esto que se emplean
filtros excitadores de banda estrecha (interferenciales) que permita una limpia
separacion de la longitud de onda excitatriz, eliminandola sin afectar el maximo de
emision en el verde.

El FITC muestra su maximo de fluorescencia a pH 8. Variaciones de este parametro
puede producir cambios significativos en el equilibrio i6nico entre moléculas de
conjugado y solvente y puede afectar la intensidad de la fluorescencia de los
conjugados. Es importante que los medios de montaje de los preparados para observar
al microscopio, con este conjugado marcado, deban hacerse con fluidos adecuadamente
tamponados.

Microscopia de Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se desarrollé a comienzos de este siglo cuando merced
a trabajos experimentales tendientes a incrementar la resolucion de un sistema oOptico,
Koehler (1904) utilizé una radiacion de onda muy corta (U.V.), en general
monocromatica, y optica de cuarzo (transparente al U.V.) computada especialmente
para la longitud de onda de 280 nm. Si bien el sistema de iluminacién, propuesto por
Koehler, es antiguo contintia siendo aun el mas eficaz, tanto para transiluminacién
como para epiiluminacion.
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Descripcion del microscopio de inmunofluorescencia con un sistema de
epiiluminacion:

-Fuente luminosa: lampara de mercurio o de halégeno, debe emitir la mayor cantidad de
luz ultravioleta

-Microscopio: Con tubo binocular, ocular 10x, objetivos acromatico de 10x y 40x seco y
cubo de filtros para luz azul. Debe estar equipado con optica de buena calidad, un
condensador de campo oscuro ¢ iluminacién de luz ultravioleta.

-Sistemas de filtros:

1)-el de excitacion o de seleccion de luz ubicado entre la fuente de luz y el preparado.
Permite el paso de ondas de luz con longitud que caiga en el rango azul con el fin que el
preparado sea alcanzado exclusivamente por la luz azul y produzca emision de luz
fluorescente.

2)-filtro de calor: esta ubicado, en los microscopios de luz transmitida, entre la fuente de
luz y el filtro de excitacion y en los microscopios de luz incidente, entre la fuente de luz y
el espejo dicromico.

3)-filtro de barrera: colocado antes del ocular para prevenir dafios retinianos que podrian
ser causados por rayos ultravioletas que escapan el espejo dicrémico.

La figura muestra la trayectoria de los rayos para un correcto sistema de epiiluminacion de
acuerdo a lo propuesto por Koehler:

La luz de una fuente de longitud de onda multiple se mueve a través de un filtro excitador
que s6lo permite que pase la radiacion excitada de la longitud de onda deseada. Esta
radiacion es reflejada por el filtro dicromatico y enfocada por la lente del objetivo sobre la
muestra, las moléculas fluorescentes de la muestra se excitan y emiten luz (por
fluorescencia) de una longitud de onda especifica y mayor. Esta luz es enfocada por el
objetivo y la mayor parte pasa a través del filtro dicromético y no se refleja. Un filtro de
barrera final bloquea toda la luz residual con la frecuencia de la radiacion de excitacion.

Meétodos
Existen dos métodos:
Directo
Detecta: Antigeno.
Ventajas: es un método seguro
Desventajas: requiere tener marcados
para cada germen los anticuerpos especificos,
- costos en reactivos y microscopio
de inmunofluorescencia.

Indirecto
Detecta: Anticuerpo.
Ventajas:- no requiere de un anticuerpo
especifico. - fluorescencia mas intensa
Desventajas:- costos en reactivos y
microscopio de inmunofluorescencia.

Lente
ocular

|

Filtro
barrera

Lampara Filtro de excitacion

de mercurio

Espejo

dicromico

Lentes

colectoras
Lente

objetivo

Muestra
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directa

Anticuerpo
fluorescente

corie
de

teid C}

Antigeno

corte de tejido extendido
con material de

hisopado nasal
hisopado faringeo
heces de vinchucas
Frotis de sangre

Anticuerpo especifico marcado
anti-7. cruzi, anti-T. gondii, anti T.
pallidum etc.

Aplicacion:

Anticuerpo
secundario
conjugado con
isotiocianato de
fluoresceina

Anticuerpo
primario no
. marcado

Antigeno

Antigeno

T. cruzi, T. gondii, T. pallidum,

Anticuerpo especifico
Suero, LCR, Plasma, Orina, etc

Antigamaglobulina humana
marcada

La inmunofluorescencia es uno de los métodos modernos de grandes aplicaciones en la
investigacion y en el diagndstico de anticuerpos o antigenos correspondientes a cortes de tejidos,
extendido de microorganismos o de células, o cultivo de tejidos en capa Unica. Se utiliza también

en el estudio de la distribucion intracelular de las moléculas.
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Indumentaria de Seguridad

* Guardapolvo de mangas largas y prendido

* Guantes de latex

* Mascara facial o Antiparras

 Barbijo

 Zapatos cerrados.

+ Cabello recogido o cofia

Materiales

. Microscopio de fluorescencia

. Caloventor o secador de pelo

. Estufa de 37°C

. Heladera

. Baflo de incubacién a 56°C

. Mechero Bunsen

. Cubreobjetos de 22x48 mm

. Camara hiimeda

9. Jarra de Koplin

10. Portaobjetos de vidrio no fluorescente y espesor no mayor de 1.2 mm marcados con
doce divisiones indelebles de forma circular de 8 mm de didmetro (impronta)
11. Policubetas de polipropileno con fondo en U de 96 pocillos

12. Tubos de Khan o de hemdlisis

13. Pipeta de vidrio de 10 ml con propipeta

14. Micropipeta automatica monocanal de 25 microlitros (25ul)

15. Micropipeta automatica multicanal de 25 pl para diluciones

16. Microdiluidores (ver anexo)

17. Cubeta plastica para buffer

18. Tips ( para pipeta de 25 ul)

19. Recipiente con solucion de hipoclorito de sodio (lavandina) al 10% o cloroxilenol al
30%

20. Papel de filtro

21. Algodon

22. Marcador de fibra con tinta indeleble

23. Crondmetro

24. Matraces aforados de 1000ml para preparacion de Solucidon Buffer
25. Caja de plastico con tapa para guardar improntas

0N Lt A W=
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Reactivos

. Antigeno (ver preparacion en anexos)

. Antigamaglobulina humana, marcada con isotiocianato de fluoresceina (conjugado)
. Solucién de Azul de Evans al 1% (ver preparacion en anexos)

. Solucion salina estabilizadora (SSE) (ver preparacion en anexos)

. Glicerina bufferada (ver preparacion en anexos)

. Sueros Testigos Reactivo (1/256) y No Reactivos (ver preparacion en anexos)

. Sueros problemas

NN B W

Estabilidad y Conservacion de los Reactivos:

*Los reactivos son estables hasta la fecha de vencimiento indicada en el frasco.
*Conservar en heladera ( 2°a 8°C) siempre en posicion vertical.

*No Congelar.

* I- Pegado del Antigeno a la impronta

El Antigeno para la inmunofluorescencia indirecta esta constituido por epimastigotes de 7.
cruzi tratados con una solucion formolada, a partir de cultivos de medios bifasicos sin
sangre y cosechados en la fase exponencial de crecimiento, para que los parasitos estén
aislados sin formacion de rosetas y también para evitar la formacion de detritos de
degradacién de los mismos.

El pegado del Antigeno a la impronta se puede realizar por dos métodos: fisico o quimico.

Meétodo fisico: fijado del antigeno a la impronta por medio de calor.

Meétodo quimico: pretratado de las improntas por medio de una solucion de
Poly-L-Lysina 0.1% (P/V).
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a) Método fisico:

Para comenzar a trabajar coldquese la indumentaria de bioseguridad

1-Diluir la suspension antigénica de acuerdo al titulo, en SSE 1X, hasta que se pueda
visualizar de 20 a 40 parasitos por campo microscopico de 400 aumentos

2-Colocar, con pipeta Pasteur, en las improntas perfectamente limpias y desengrasadas
una gota de dicha suspension en cada uno de los circulos. Cada vez que comience una
nueva impronta, homogenice la dilucién de antigeno.

3-Secar las improntas por medio de aire caliente.

4-Fijar a la llama flameando el preparado.

5-Lavar los portaobjetos con agua destilada.

6-Secar con aire frio.

7-Conservar en freezer a - 20°C, en cajas de plastico con tapa, bien protegidas de la
humedad.

b) Método quimico:

1- Preparar una solucién de Poly-L-Lysina 1/10 con agua desionizada. Esta solucion se
prepara en un envase plastico.

2- Colocar las improntas, perfectamente limpias y desengrasadas, en una jarra de
Koplin.

3- Cubrir los portaobjetos con la dilucion de Poly-L-Lysina durante 5 minutos.

4- Secar las improntas dejandolas a temperatura ambiente hasta el dia siguiente o puede
colocarlas en estufa a 60°C durante 1 hora.

5- Diluir la suspension antigénica de acuerdo al titulo, en SSE 1X, hasta que se pueda
visualizar de 20 a 40 parasitos por campo microscopico de 400 aumentos.

6- Colocar, con pipeta Pasteur, en las improntas pre-tratadas una gota de dicha
suspension en cada uno de los circulos .

7- Secar las improntas por medio de aire frio o a temperatura ambiente.

8- Conservar las laminas a temperatura ambiente, en cajas de pléstico con tapas.

Recomendaciones para el uso del reactivo quimico:

-El reactivo quimico sin diluir se conserva a temperatura ambiente (18-26°C) y es
estable hasta la fecha de vencimiento.

-La solucion diluida de Poly-L-Lysina es estable hasta 3 meses y se conserva en
heladera (2-8°C).

- INSTITUTO NACIONAL
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-Si la dilucion de Poly-L-Lysina presenta turbidez por el desarrollo de bacterias,
descartela y prepare una nueva.

-No agregue solucion fresca a la solucion diluida en uso.

-Los portaobjetos se pueden alterar con este procedimiento, si esto ocurriera puede
limpiarlos con una solucién de alcohol acido (CIH 1% en etanol 70%).

* II- Titulacién de la antigamaglobulina humana marcada con isotiocianato de
fluoresceina (conjugado)

Determinar la dilucién de utilizacion de la antigamaglobulina humana marcada con
isotiocianato de fluoresceina (conjugado) frente a un control reactivo de titulo conocido
y un control no reactivo. La determinacion del titulo de la antigamaglobulina humana
marcada con isotiocianato de fluoresceina debe realizarse para cada lote de conjugado
y para cada equipo microscopico.

El procedimiento para la titulacion consta de las siguientes etapas:

II. Titulacion del conjugado
a) Diluciones de los controles reactivo y no reactivo.
b) Reaccion Antigeno-Anticuerpo.
¢) Reaccion Antigeno-Anticuerpo-Conjugado.
d) Lectura en microscopio fluorescente

a)-. Diluciones de los controles reactivo y no reactivo.
Realizar una serie de diluciones crecientes del control reactivo y no reactivo en buffer

(SSE 1X).
Esquema de trabajo:

- INSTITUTO NACIONAL
DE PARASITOLOGIA

\

..e...........................................................................DR._,;MF,-,,MACMEEN




1ml ml iml iml 1ml Ky1ml
0

1
Control l
reactivo: ul 10
Buffer: ml m 1 1 1 1 1

Diluciones 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
Control no

reactivo: ul 100
Buffer:ml m 1

Diluciones 1/32 1/64

b)- Reaccion Antigeno-Anticuerpo:

1- Disponer de 5 improntas con antigeno pegado.

2- Colocar, con pipeta Pasteur, una gota ( 20 ul) de cada dilucion del control reactivo

en el interior de los circulos de la fila superior del portaobjeto. Una dilucién por circulo
comenzando desde la mas diluida a la mas concentrada.

3- Colocar, con pipeta Pasteur, una gota ( 20 ul) de cada dilucién del control no reactivo

en el interior de los circulos, de la fila inferior del portaobjeto. En esta misma hilera

debe colocar, en otros dos circulos, una gota de SSE (control de coloracion inespecifica: CI). Una
dilucién por circulo.
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Esquema:

1/32 1/64 1/128 1/256 1/512  1/1024
OOCOO0
21@10@@ @

1/32 1/64 SSE SSE

4)- El punto 2) y 3) lo repite tantas veces como diluciones de antigamaglobulina humana
marcada desee probar.

(Ej: se ensayan 5 titulos de antigamaglobulina)

5)- Incubar todas las improntas en camara himeda durante 30 minutos a 37°C.

6)- Lavar los portaobjetos colocandolos en una jarra de Koplin; primero con agua destilada y
luego dos lavados con SSE1X, cada uno de 5 minutos.

7)- Finalmente enjuagar con agua destilada.

8)- Secar los preparados con papel de filtro y corriente de aire frio.

¢)- Reaccion Antigeno-Anticuerpo-Conjugado:

1)- Preparar diluciones del conjugado mayores y menores a las del titulo estimado por el
productor, como se muestra en el video.

Por ejemplo: El titulo estimado de la antigamaglobulina humana marcada es 1/500, se
ensayan los siguientes titulos: 1/200, 1/400, 1/600, 1/800 y 1/1000.

Preparar cada dilucion de antigamaglobulina humana marcada en solucién de Azul de Evans i}lg)cqbatci(')ns:rc
minutos a
1% ( Ver célculo en punto 19 de Desarrollo de técnica) =7
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2)- Rotular cada impronta, con el titulo a ensayar.

3)- Cubrir cada circulo de la impronta con una gota ( 20ul) de la dilucion

correspondiente a la antigamaglobulina humana marcada.

4)- Incubar todas las improntas en cdmara himeda durante 30 minutos a 37 °C.

5)- Lavar los portaobjetos colocandolos en una jarra de Koplin, primero con agua
destilada y luego dos lavados con SSE 1X cada uno de 5 minutos.

6)- Finalmente enjuagar con agua destilada.

7)- Secar los preparados con papel de filtro y corriente de aire frio.

8)- Colocar en la parte media de la impronta una gota de liquido de montaje y cubrir

con el cubreobjeto.

d) Lectura en microscopio de fluorescencia:

Leer cada impronta en el microscopio de fluorescencia y determinar la mayor dilucién
del conjugado que permite detectar el titulo del control reactivo conocido.

En el ejemplo del esquema, se enfrentaron diferentes diluciones del conjugado frente a
un control reactivo de titulo 1/256, un control no reactivo y un control de
inespecificidad.

La lectura microscdpica indica que el titulo éptimo del conjugado es 1/800.

a)Control de fluorescencia inespecifica: Al microscopio los parasitos deberan presentar
una coloracion rojiza pardusca y no mostrar fluorescencia. El conjugado diluido no
debe tefiir inespecificamente a los parasitos.

b) Control no reactivo: El suero control no reactivo debe presentar una coloracion
rojiza pardusca sin fluorescencia.

¢) Control reactivo: El suero control reactivo debe presentar los parasitos tefiidos con el
fluorocromo de un color verde fluorescente. La fluorescencia es particularmente
intensa en la membrana y en el flagelo del parasito. Debera observarse fluorescente
hasta la dilucién de su titulo (Titulo 1/256).

- INSTITUTO NACIONAL
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Diluciones

Conjugado Controles
Reactivo No Reactivo  Inespecificidad
1/200 1/1024+ + +
1/400 1/1024+ + -
1/600 1/512 + +6- -
1/800 1/256 + - -
1/1000 1/64 + - -

III- Titulacién de la solucion de Azul de Evans

Si realiza por primera vez la técnica de Inmunofluorescencia tiene que hallar, en forma
simultanea, el titulo de de antigamaglobulina humana marcada y de Azul de Evans
respectivamente. Para esto ensaye varios titulos de antigamaglobulina humana marcada
con tres titulos de Azul de Evans.

Esquema:
Diluciones
Conjugado Azul de Evans
1/200 1/10000, 1/15000, 1/20000
1/400 1/10000, 1/15000, 1/20000
1/600 1/10000, 1/15000, 1/20000
1/800 1/10000, 1/15000, 1/20000
1/1000 1/10000, 1/15000, 1/20000

Dado que el Azul de Evans es utilizado como colorante de contraste, su éptima
titulacioén ayudard a una mejor definicion de los sueros en estudio. El rango de titulos
hallados habitualmente, es de 1/10000 a 1/15000.
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Fundamento:

+ La inmunofluorescencia indirecta se basa en la capacidad que tienen las proteinas de
unirse a colorantes especificos sin alterar las propiedades inmunoldgicas, es decir, se los
puede conjugar con determinados compuestos quimicos sin destruir su capacidad de
reaccionar con el antigeno correspondiente.

» El procedimiento técnico consta de dos etapas:

La primera, los antigenos (epimastigotes) fijados a la impronta se incuban con
diluciones seriadas del suero del paciente (1/32, 1/64 y 1/128). Si en el suero del
paciente existen anticuerpos anti-T cruzi se forma un primer complejo antigeno-
anticuerpo no visible. Se lavan los preparados y en un segundo paso, se incuba el
complejo antigeno-anticuerpo con la antigamaglobulina marcada (conjugado).

La antigamaglobulina se obtiene por inmunizacién de gammaglobulina total humana en
conejo, cabra etc, la que luego se marca con el isotiocianato de fluoresceina. Este
segundo complejo que se forma fluorescera al ser excitado por la longitud de onda
adecuada para el fluorocromo dando una reaccion positiva de fluorescencia que sera
observada en el microscopio de fluorescencia.

+ Para comenzar a realizar la técnica, coloquese la indumentaria de bioseguridad y
disponga sobre la mesada de trabajo, previamente desinfectada con lavandina al 10% o
cloroxilenol al 30%, los materiales y reactivos a utilizar. Los reactivos deben estar a
temperatura ambiente.

1. Retirar las improntas pegadas con el Antigeno del frezzer a —20, para que tomen
temperatura ambiente.

2. Realizar la planilla de trabajo, identificando cada casillero con el numero que le
corresponde a cada suero problema y controles reactivo y no reactivo.

Utilice una de las policubetas para las muestras problemas. Como podra observar, las
columnas estan identificadas con nimeros (del 1 al 12) y las hileras con letras (A hasta
H).

3. Utilizando el marcador, identifique cada uno de los pocillos de la primera
hilera con el codigo (nimeros, letras, etc.) que utilizé para individualizar los sueros de
los pacientes a procesar.
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4. A continuacion tome la otra policubeta, para los controles. De esta

policubeta solo utilizara las dos primeras hileras (A y B). Identifique con ¢l

marcador la hilera A como control reactivo (+) y la B como control no reactivo(-)

5. Trabaje sobre la primera policubeta (muestras) colocando en todos los pocillos a
utilizar, 25 ul de SSE; con pipeta automatica multi o mono canal (ver anexo).

6. Pase a la segunda policubeta (controles) y dispense en todos los pocillos de las hileras
Ay B, 25 ul de SSE.

7. En el pocillo A1 de la policubeta de muestras problemas, dispense 25 ul de suero
problema (Dilucién inicial: 1/2). El mismo procedimiento debera efectuarlo para el resto
de los sueros en los pocillos correspondientes: A2, A3, A4, etc.

8. En los pocillos A1 y B1 de la policubeta de los controles, agregue 25 ul del control
reactivo y no reactivo respectivamente.

Diluciones:

9. Policubeta de muestras problemas: Con pipeta automatica multicanal de 25ul
homogenice la muestra mediante carga y descarga (evitando la formacion de espuma) por
lo menos 5 veces. Transfiera 25 ul del pocillo A1 al B1 (segunda dilucion) y asi
sucesivamente hasta el pocillo H1, descartando los tltimos 25 ul

10. Proceda de igual manera con las muestras restantes.

11. Policubeta de controles: Con pipeta automatica mono o multicanal de 25 ul
homogenice el control reactivo del pocillo A1, por carga y descarga (evitando la
formacion de espuma), por lo menos 5 veces y transfiera 25 ul al pocillo A2 (segunda
dilucion) y asi sucesivamente hasta el pocillo A12, descartando los ultimos 25 ul.

12. Del mismo modo al sefialado en el punto anterior, proceda con el control no reactivo
(fila B)

Al finalizar este procedimiento, habra realizado las siguientes diluciones:

Para las muestras problemas en los pocillos Al: 1/2, B1: 1/4, C1: 1/8, ..... H1: 1/256.
Para los controles en los pocillos Al: 1/2, A2: 1/4, A3: 1/8, ..... A12:

1/4096.

13. Introduzca un control de fluorescencia inespecifica utilizando SSE1X.
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Reaccion Antigeno-Anticuerpo

14. Con pipeta monocanal, colocar 20 ul de las diluciones 1/32, 1/64 y 1/128 de los
sueros problemas, en los circulos de la impronta. Por cada i
colocard cuatro sueros problemas.

BSOSO )
QOO0QQ0 =

En otra impronta, colocar en los seis circulos de la fila superior, 20ul de las diluciones /
del control reactivo (1/32 a 1/1024) y en los dos circulos de la fila inferior las diluciones
1/32 y 1/64 del control no reactivg. En esta misma fila,

en otros dos circulos, coloque 2 ntrol de fluorescencia inespecifica:

+ AOCOCO
SICISIe©IC.
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15. Incubar todas las improntas en cdmara humeda durante 30 minutos a 37°C.

16. Lavar los portaobjetos colocandolos en una jarra de Koplin, primero con agua
destilada y luego con SSE 1X durante 5 minutos, por dos veces consecutivas. De
esta manera se eliminan las fijaciones no especificas.

17. Finalmente enjuagar con agua destilada.

18. Secar los preparados con papel de filtro y corriente de aire frio.

Reaccion Antigeno-Anticuerpo-Conjugado

19. Calculo para preparar la solucién del conjugado (antigamaglobulina humana
marcada con isotiocianato de fluoresceina segin titulo 1/800) en
un volimen final de 8 ml en solucion de Azul de Evans (titulo 1/12000):

Por ej: -Titulo obtenido de la antigamaglobulina humana marcada:1/800
-Titulo del Azul de Evans: 1/12000 (C2)
-Concentracion de la solucion stock del Azul de Evans: 1% (C1)
-Volumen final en SSE 1X c.s.p: 8 ml. (V2)
-Volimen requerido de Azul de Evans al 1% (V1) : (incdgnita)

- INSTITUTO NACIONAL
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Aplicando la férmula de las proporciones V1 x C1 = V2 x C2

y reemplazando V1x 1/100 = 8 ml x 1/12000
resulta V1 =8mlx 1/12000
1/100

V1 =0.066 ml. = 66ul de Azul de Evans

En una probeta coloque: 8 ml de SSE 1X

+ 7

Incubacion:

66ul Azul de Evans 30)minutos a37.°C
+ :

10ul Anti-gamaglobulina humana marcada (Titulo 1/800)

20. Cubrir los preparados con la solucién del conjugado.

21. Incubar los portaobjetos como se indica en el punto 15.

22. Lavar los portaobjetos como se indica en el punto 16.

23. Finalmente enjuagar con agua destilada.

24. Secar los portaobjetos como se indica en el punto18.

25. Colocar en la parte media de la impronta una gota de liquido de montaje y
cubrir con el cubreobjeto.

26. Leer en microscopio de fluorescencia.
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Antes de realizar la lectura de las muestras problemas debera leer primero los controles de
la reaccion.

Interpretacion de los Resultados

a) Control de fluorescencia inespecifica: Al microscopio los parasitos deberan presentar
una coloracion rojiza pardusca y no mostrar fluorescencia.

b) Control no reactivo: El suero control no reactivo debe presentar una coloracién rojiza
pardusca sin fluorescencia.

¢) Control reactivo: El suero control reactivo debe presentar los parasitos tefiidos con el
fluorocromo de un color verde fluorescente. La fluorescencia es particularmente intensa
en la membrana y en el flagelo del parasito. Debera observarse fluorescente hasta la
dilucion de su titulo.

d) Para Diagnostico confirmatorio: se considera reactivo para anticuerpos del

tipo IgG especifico contra el T.cruzi aquellos sueros que tengan titulos iguales

0 mayores a 1/32.

Sensibilidad de la Reaccion: La reaccion de inmunofluorescencia por si sola tiene una
sensibilidad del 99%.

En la enfermedad de Chagas se debe trabajar con duplas seroldgicas para alcanzar el
99.9% de sensibilidad

Consideraciones Generales:

Los procedimientos de laboratorio estan sujetos a multiples errores que deben ser
detectados para poder corregirlos. Aun cuando una técnica es realizada mas de una vez por
un mismo operador, siguiendo la misma metodologia, utilizando aparatos y reactivos
iguales, las medidas no son idénticas.

Por consiguiente debe tener en cuenta los siguientes aspectos:

* Verifique que las pipetas automaticas mono y/o multicanal y de los microdiluidores, estén

correctamente calibrado.

* No congelar la antigamaglobulina humana marcada con isotiocianato de fluoresceina y

el antigeno. Si esto ocurre accidentalmente, no deben ser utilizados. Conservarlos entre weTTUTO NAGONAL
2-8 °C.
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* Los reactivos, antigamaglobulina humana marcada con isotiocianato de fluoresceina y
el antigeno, son estables hasta la fecha de caducidad indicada sobre la etiqueta del
envase si se conservan en las condiciones recomendadas.
e La antigamaglobulina humana diluida no debe reutilizarse. Debe ser preparada dentro
de las 2 hs. de su uso.
* Debe controlar la preparacion y control del pH de la SSE. Conservar entre

2-8°C.
* En la etapa de las diluciones de los sueros y controles respete el nimero de veces que
tiene que homogenizar.
¢ No modifique la temperatura y el tiempo de incubacion.
* Realice las incubaciones en camara himeda que contenga papel de filtro humedecido
para evitar la evaporacion de los reactivos.
* Respete el nimero de lavados.
¢ Después de los pasos de lavados se recomienda absorber, con cuidado, el excedente
de humedad con papel de filtro, como se muestra en el video.
* Cuando procese las muestras problemas, incluya siempre controles reactivo y no
reactivo. Esto le permitird verificar la reproducibilidad del ensayo, la estabilidad de los
reactivos y posibles errores del operador.
* Si el suero pertenece a un recién nacido, realice las diluciones del mismo hasta titulo
final (1/2 a 1/4096) de esta manera podra confeccionar una curva seroloégica con todos
los titulos obtenidos durante la etapa de seguimiento

(una impronta por paciente).
* Algunos de los componentes de esta técnica contienen un conservante (azida sodica).
Esta puede reaccionar con el plomo o el cobre de las cafierias y formar azidas metalicas
explosivas. Se recomienda enjuagar con abundante agua todo desecho.
¢ No pipetear con la boca las muestras y los reactivos.

Recuerde:

+¢ La IFI como cualquier otra técnica seroldgica no puede ser considerada como unico método para realizar el diagnostico.

+» Las Normas para el Diagnostico de la infeccion Chagéasica establecen utilizar como minimo dos técnicas seroldgicas

+¢ Para que los resultados del diagnéstico sean confiables, deben efectuarse siguiendo técnicas estandarizadas y validadas, con
operadores capacitados, utilizando reactivos controlados.

+¢ Lleve siempre un registro de las lecturas de los controles reactivos y no reactivos.

¢ Decontamine la mesada de trabajo cada vez que termine de realizar la técnica utilizando hipoclorito de sodio al 10%, INSTITUTO NACIONAL

DE PARASITOLOGIA

como asi también todos los reactivos, muestras y materiales para que se inactiven los agentes infecciosos. ‘
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Normas Nacionales para el Diagnostico de Infeccion por 7. Cruzi:

“En Argentina el diagndstico de infeccion de Chagas esta regulado por la
ley Nacional 22360, desde 1983. En cuya reglamentacion se nomina al
actualmente Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala
Chaben” como Centro de Referencia Nacional, a cargo de dictar las
Normas Técnicas para la realizacion de este diagnostico de Laboratorio en
todo el territorio del pais. Las mismas han sido revisadas y modificadas en
1996 y aprobadas por resolucion ministerial 523/97.” Primera Edicion,

Segunda Edicion 1999.

Azul de Evans:

Preparar una solucion stock de Azul de Evans al 1% en agua destilada. Dejar estabilizar
durante 1 mes a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo filtrar por papel de filtro y

titular.
Azul de Evans........coeceveesceenenes 1gr
Agua destilada c.s.p.............. 100 ml

Liquido de montaje:

Glicerina bidestilada neutra.......... 9 partes
SSE 10X 1 parte

INSTITUTO NACIONAL
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ANexo

Solucién Salina Estabilizadora (SSE) pH 7.2 :

a)- Solucion madre (10X)

Fosfato disodico dihidratado (Na2HPO4-2H20)................. 17.0 gr
Fosfato monosédico monohidratado (NaH2PO4-H20)......... 2.2 gr
Cloruro de sodio (Cl Na) 81.7gr
Agua destilada c.s.p 1000 ml

b)- Solucién Salina Estabilizadora (SSE) pH 7.2 (1X)
De la solucion madre se toman 100 ml y se lleva a un volumen final de 1000 ml con agua
destilada.

Preparacion de los controles Reactivos y no reactivos

Resuspenda el liofilizado en 1ml de agua destilada, homogenice y prepare 20 alicuotas de
trabajo de 50 microlitros cada una.

- Utilice diariamente una alicuota de trabajo.

- Conserve en freezer a —20°, es estable por 6 meses.

- INSTITUTO NACIONAL
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Anexo

Microdiluidores
En caso de no contar con pipetas automaticas mono y multicanal debe realizar la técnica con los
siguientes materiales:

v microdiluidores de 25 pl

v papel de calibracidon (para los microdiluidores)

v micropipeta gotero de 25 pl

v’ vaso de precipitacion para sumergir los microdiluidores
v agua desionizada

Procedimiento

1. Con un microgotero de 25 ul colocar una gota de SSE 1X en todos los pocillos de la policubeta de las
muestras problemas y controles

2. Con microdiluidor de 25 ul, dispense cada suero a ensayar en el pocillo que corresponda y homogenice
la muestra por rotacién del microdiluidor por lo menos 10 veces, para asegurar una correcta dilucion de la
misma.

3. Realice diluciones seriadas, pasando los microdiluidores del pocillo Al al B1 y asi sucesivamente hasta
la dilucidon del pocillo H1. Rotando en cada paso, el microdiluidor, por lo menos 10 veces para asegurar
una correcta dilucion de la muestra.

4. Con los controles reactivo, no reactivo y el de inespecificidad proceda de la misma manera desde el
pocillo A1 al A12 respectivamente.

5. Contintie con la técnica como se indica en el punto Reaccidon Antigeno-Anticuerpo.

Recomendaciones para el uso de los microdiluidores

v' En caso de no contar con pipetas automaticas puede realizar la técnica utilizando microgotero
y microdiluidores .

v Si son nuevos debera por Unica vez, quemarlos a la llama hasta que el material se ponga
incandescente, luego déjelos enfriar y coloquelos en agua desionizada

v" No frotar el microdiluidor en el fondo del pocillo, para no rayar la placa.

v Previo a su utilizacién compruebe que estén debidamente calibrados, utilizando papeles
absorbentes marcados con circulos que permitan dispensar los 25 ml requeridos.

v" Antes de tomar la muestra con el microdiluidor, apoyelo sobre papel de filiro para descargar el
volumen excedente y asegurar asi una correcta toma de la misma.

v’ Al finalizar la dilucién deberéa pasar el microdiluidor sucesivamente por dos recipientes de
agua desionizada y finalmente apoyarlos sobre papel de filtro antes de tomar una nueva
muestra. I E =
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Acttividad

1)- El Laboratorio donde Ud. trabaja pertenece a:
a)- Hospital publico provincial
b)- Hospital privado
¢)- Laboratorio particular
d)- Otros (especifique)

2)- (El Laboratorio donde Ud. trabaja integra la Red Provincial de Chagas? SI  NO
3)- En su laboratorio:

a)- (Realiza la técnica IF1?

SI  NO
b)- (Desde cuando? ..............
¢)- (Realiza determinaciones?: -diarias
-quincenales
-mensuales
-otras (especifique)
d)- Si no realiza la técnica IFI :

1) Deriva la muestra para confirmar por [FI?  SI NO
2) (A donde deriva?
4)- Cuando realiza la técnica de inmunofluorescencia:

a)- ;Incorpora un suero reactivo y no reactivo, ademas de los controles del equipo?
b)- (En qué y cudles titulos utiliza el o los controles internos?

¢)- [ Tiene posibilidad de aplicar el método quimico para el pegado del antigeno a la
impronta?

5)- Para el desarrollo de esta técnica, aplica las Normas de Bioseguridad?.
Mencione y justifique.
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