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Resumen

La toxoplasmosis es una enfermedad cuyo agente causal es el parasito Toxoplasma gondii, esta
extendida en forma universal y la prevalencia de anticuerpos sugiere que la poblacién de diferentes
estados de la Republica Mexicana se expone al parasito constantemente. Entre las entidades que
reportan al laboratorio un mayor numero de muestras se encuentran Veracruz y Chiapas.

Generalmente la toxoplasmosis puede presentarse de manera asintomatica en la mayoria de los
pacientes, sin embargo, el diagndstico clinico es dificil de establecer debido a la diversidad del cuadro
clinico ya que la sintomatologia puede ser muy grave cuando se presenta en personas
inmunocomprometidas y mujeres embarazadas causando graves dafios.

El Laboratorio de Toxoplasmosis perteneciente al Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos (INDRE) realiza el “diagndstico seroldgico mediante la técnica de inmunoensayo
enzimatico (ELISA)” y la “Determinacion en suero de anticuerpos anti- toxoplasma tipo 1gG e IgM
Inmunoflorescencia indirecta (IFI)”. Para llevar a cabo estas técnicas lo primero que se realiz6 en el
laboratorio fue, la obtencion del antigeno mediante la inoculacién intraperitoneal en ratones Balb/C,
con una suspension de 0.5ml del parasito Toxoplasma gondii tipo | previamente congelados en un
criovial, (la descongelacion se llevé a cabo en un bafio Maria de 37°C a 40°C) y se continué con un
lavado de la cavidad peritoneal inyectando con una jeringa ,5mL de PBS y agitando suavemente el
raton para un lavado mas completo, se extrajo con una jeringa la solucion del peritoneo y se depositd
en un tubo cdnico de 15 mL, finalmente se colocd una gota de la suspension de parasitos en un
portaobjetos, y se verificd al microscopio (40X) la presencia de los parasitos y poder realizar las
técnicas correspondientes, obtener los resultados en ellas para su interpretacion, logrando un
diagndstico oportuno y certero.
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Marco Institucional

La Licenciatura de Biologia de la Universidad Autonoma Metropolitana tiene como misién formar bidlogos cuyas
habilidades, competencias y conocimientos les permitan participar en el diagnéstico, gestion y planeacion del

uso, conservacion y restauracion de los recursos naturales.

Introduccion

La toxoplasmosis es una enfermedad cuyo agente causal es el parasito Toxoplasma gondii, tiene una
distribucion cosmopolita y en general es mas frecuente en los paises de clima célido y humedo que
en los frios y secos, este parasito es capaz de infectar las células nucleadas de todos los tejidos de
los vertebrados con excepcion de los eritrocitos (Sedano et al; 2000). Su forma arqueada es el origen
del nombre del parasito, en griego “toxos” significa “arcos” y “plasma” significa “forma” (Peretti, 2015).
Taxonomicamente T. gondii esta relacionado con los coccidios y con los plasmodios, ya que pertenece
al Phylum Apicomplexa; clase Sporozoa; subclase Coccidiasina; orden Eimeriorina (Sedano et al;
2000).

En la década de los 40’s se identificaron anticuerpos neutralizantes contra taquizoitos extracelulares
(Sabin y Feldman, 1948). El mapa genético de Toxoplasma gondii fue descrito por (Khan et al, 2005)
y la distincion de cepas en los diferentes continentes fue realizada por (Lehmann et al, 2006).

Generalmente la toxoplasmosis puede presentarse de manera asintomatica en la mayoria de los
pacientes, sin embargo, puede causar diferentes cuadros o padecimientos como: Toxoplasmosis
adquirida en pacientes inmunocompetentes, la infeccion puede ser subclinica o el paciente
presentar fiebre, cefalea, dolores musculares y linfoadenopatia. Toxoplasmosis adquirida en
pacientes inmunodeficientes (es decir asociados al SIDA) o bajo tratamiento por terapia
inmunosupresora , el paciente puede presentar fiebre, cefalea, confusidn, problemas neurolégicos y
convulsiones (toxoplasmosis cerebral). Toxoplasmosis ocular, el paciente presenta retinitis, uveitis y
retinocoroiditis, debilidad visual o ceguera, y cuando se trata de Toxoplasmosis congénita, puede
causar abortos, alteraciones en el feto o graves consecuencias para el recién nacido, como desarrollo
de afecciones del cerebro o el tejido ocular (hidrocefalia, retraso mental, sordera, deterioro psicomotor,
cataratas, estrabismo, necrosis retiniana y/o ceguera). (Costa, 2014).



Toxoplasma gondii invade todas las células nucleadas y es capaz de adoptar distintas formas en la
infeccion:

Ooquistes: Los felinos son los hospederos definitivos, eliminan los ooquistes no esporulados en sus
heces fecales, y se tornan infectantes al cabo de 1 a 5 dias en el medio ambiente (suelo). Los ooquistes
esporulados son ovoidales, miden 10 - 12 ym y contienen 2 esporoquistes, cada uno con cuatro
esporozoitos. (Figura 1)

Taquizoitos: Son las formas replicativas, intracelulares. Se observan en la fase aguda y son
responsables de la diseminacion y la destruccion tisular. Miden 3 um x 6 um, de forma oval, con un
extremo aguzado y el otro redondeado. Se reproducen rapidamente por divisién binaria (endodiogenia)
en vacuolas parasitoforas que se forman en células nucleadas. La replicacion conduce a la lisis celular
y a la diseminacion de taquizoitos a diferentes tejidos (Figura 2).

Bradizoitos: T. gondii se diferencia en formas de muy lento crecimiento, contenidas en quistes
tisulares. Los bradizoitos miden 1.5 ym x 7.0 ym y su morfologia es similar a la de los taquizoitos.
Existen mecanismos por los cuales entran en una etapa "quiescente” (latente). Estas formas, en su
conjunto, con su membrana, constituyen los quistes tisulares, en condiciones de inmunocompromiso
los bradizoitos que contienen se reactivan y diseminan como taquizoitos (Figura 3).

Los quistes tisulares varian en forma y tamafio. Los quistes pueden llegar a medir en un inicio unos 5
pm de diametro. El tamafio varia, en promedio 70 um y contienen unos 1 000 bradizoitos, aunque los
hay de mayor tamafo. Presentan una delgada membrana elastica, y pueden persistir en tejidos
durante el resto de la vida del hospedero. Se ubican principalmente en cerebro, musculo esquelético
y cardiaco.

Se considera que los quistes tisulares contribuyen de manera fundamental al éxito de este parasito,
ya que (I) ingeridos con carne cruda o mal cocida, sobreviven al trénsito por tracto digestivo, lo que
permite la invasién del intestino delgado; (Il) no son afectados por la respuesta inmune y por los
farmacos; (IIl) los parasitos pueden persistir sin afectar a las células a lo largo de la vida del hospedero;
(IV) los bradizoitos en los quistes son infecciosos, lo que contribuye a su diseminacion en la naturaleza
a través de animales carnivoros (Kamerkar& Davis. 2012).

Telmeds.org

Bradizoitos formando quiste en cerebro

Figura 3. Bradizoitos formando un quiste tisular
en el cerebro.

Figura 1. Ooquiste de T.gondii Figura 2. Taquizoito de T.gondii



Este protozoo parasita a numerosas especies acuaticas y terrestres, fundamentalmente a mamiferos y aves; sin embargo,
los felinos son los unicos hospederos de la forma sexuada del parasito y productores de ooquistes, es decir actian como
el hospedador definitivo por lo que su presencia es esencial en su ciclo bioldgico, los animales vertebrados y el hombre
son hospedadores intermediarios (Sierra et al,1998). Asi bien la presencia de gatos se relaciona directamente con la
transmision de la enfermedad pues en las regiones donde no se presentan no existe, y del mismo modo, en lugares donde
el gato se integra como una mascota comdn, el indice de la infeccion suele ser muy elevado (Sedano et al; 2000).

Segun algunos autores, por lo menos un tercio de la humanidad ha tenido exposicion al parésito ya que la seroprevalencia
de Toxoplasmosis esta relacionada, entre otros factores, con las condiciones de vida, higiene y habitos alimenticios. En
el ser humano, las formas infectantes entran por via oral mediante la ingestién de carnes crudas o mal cocidas que
contienen quistes tisulares, al consumir aguas y/o alimentos contaminados con ooquistes esporulados provenientes de
heces fecales del gato, por transfusiones sanguineas o trasplantes de 6rganos y por via transplacentaria (Peretti, 2015).

Ciclo biolégico.

Los felinos domésticos y salvajes son los hospederos definitivos. En ellos se lleva a cabo las etapa sexual y asexual del
ciclo biologico de T. gondii. Los gatos se infectan habitualmente al ingerir carne contaminada de aves y roedores
con quistes tisulares, y con poca frecuencia a través de ingesta de ooquistes. Los felinos infectados (en gran mayoria
asintomaticos) pueden eliminar hasta 1 millon de ooquistes/dia, no esporulados,

En el transcurso de dias a semanas, los ooquistes esporulan en un medio ambiente adecuado (calido, con humedad); en
jardines, cajas de arena, pueden permanecer infectantes durante meses.

En el humano y maltiples hospederos intermediarios (mamiferos, aves y otros animales de sangre caliente), después de
la ingesta de quistes con bradizoitos u ooquistes con esporozoitos, los parasitos invaden las células de la mucosa del
tracto digestivo, se diferencian a taquizoitos y se multiplican répidamente antes de diseminarse por via sanguinea o
linfatica a otros 6rganos. Invaden de manera activa casi cualquier célula, con la formacion de una vacuola parasitofora a
partir de la membrana citoplasmica del hospedero.



Después de unos ciclos de multiplicacion rapida (por endodiogenia) y lisis de las células invadidas. Los taquizoitos se
diferencian en bradizoitos dentro de las vacuolas parasitarias, y estas se convierten en quistes intracelulares que pueden
permanecer latentes mientras la respuesta inmune permanezca estable (Mercier y Cesbron, 2015). (Figura 4) Los
ooquistes sobreviven en el medio ambiente durante meses y son resistentes a desinfectantes, congelacion y desecacion.
Temperaturas de 70 °C o mayores los destruyen.
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Figura 4. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii



Antecedentes

1.- (Dubey,2010) reconoce a T. gondii como el agente causal de la toxoplasmosis, zoonosis reemergente y cosmopolita,
que cursa generalmente asintomatica, con sintomas muy sutiles comunes a otras afecciones. Es de transmisidn horizontal
y vertical, y aunque la segunda es menos frecuente puede causar abortos, alteraciones en el feto o graves consecuencias
para el recién nacido, como desarrollo de afecciones del cerebro o el tejido ocular (hidrocefalia, retraso mental, sordera,
deterioro psicomotor, cataratas, estrabismo, necrosis retiniana y/o ceguera), si la primoinfeccion ocurre durante la
gestacion (Costa, 2014).

2. (Montoya et al, 1996) menciona que es necesario hacer un diagnéstico en los recién nacidos con sintomas de sindrome
TORCHS (sigla que agrupa los signos y sintomas producidos por las infecciones congénitas por T.gondii, Rubéola,
Citomegalovirus, Herpes Virus, Sifilis u otros) debido a las secuelas que puede ocasionar si no se hace un diagnéstico
oportuno que permita el tratamiento precoz y que evite la aparicion de las secuelas tardias como el retardo en el desarrollo
psicomotor o la retinocoroiditis.

3. (Cortés y Mancera, 2009) sefialan que la toxoplasmosis congénita es una de las causas principales de lesiones oculares
y malformaciones congénitas. Ademas, es una de las enfermedades que reporta altos indices de morbimortalidad.

4. (Grandia et al, 2009) indicd que la seroprevalencia estéa relacionada, entre otros factores, con las condiciones de vida,
higiene y habitos alimenticios. La poblacién humana adulta presenta entre el 20 y el 70% de evidencia serolégica por
infeccidn previa con el parésito (titulos altos de anticuerpos 1gG), estimandose en mas de un billén de individuos afectados
a nivel mundial

5. (Grandia et al, 2009) Identifico tres estadios infecciosos de T. gondii para todos los hospederos: esporozoitos (en
ooquistes esporulados como forma resistente al medio ambiente), taquizoitos (individualmente o en grupos y con
multiplicacion répida) y bradizoitos (en quistes tisulares y con multiplicacion lenta).

6. (Peretti,2015) baso el diagnostico de la Toxoplasmosis fundamentalmente en el analisis seroldgico, que consiste en la
busqueda de anticuerpos (Ac) también conocido como inmunoglobulina (IgG) especificos en suero. Existe la necesidad
de hacer un diagnéstico precoz de infecciones recientes en varias situaciones, como en embarazadas y personas
inmunocomprometidas. El diagnostico adecuado y el tratamiento oportuno constituyen la mejor manera tanto para prevenir
la transmisidn transplacentaria, como para reducir la morbimortalidad y las secuelas de la Toxoplasmosis congénita.

7. (Costa,2014) eligié las proteinas P22, P30 y P35 dichos antigenos fueron posteriormente evaluados por los siguientes
ensayos inmunoquimicos: ELISA para detectar anticuerpos especificos IgM, IgG e IgA, ELISA de avidez para IgG
especifica y dot blot para detectar IgG especifica.

8. (Cortés y Mancera, 2009) midieron el grado de concordancia entre las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y de
ELISA, empleadas para la deteccion de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en humanos. Concluyeron que el indice
kappa muestra una concordancia casi absoluta entre las técnicas, IFl y ELISA, lo cual hace que los laboratorios
departamentales de salud publica del pais puedan cumplir con la determinacion de anticuerpos IgG anti-T. gondii.



Ubicacion Geogréfica

El servicio social se llevé a cabo en el Laboratorio de Toxoplasmosis del Departamento de
Parasitologia que se encuentra en el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE)
que se ubica en la calle Francisco de P. Miranda #177, Col. Unidad Lomas de Plateros, Alcaldia Alvaro
Obregodn, CP. 01480, en la Ciudad de México (Google Maps®©, 2019).

Objetivo General

El servicio social se vincula con el objetivo general del proyecto de investigacion aprobado por Consejo
Divisional de CBS de esta unidad, el cual lleva como titulo: Determinacién en suero de anticuerpos
tipo IgG e IgM para Toxoplasma gondii mediante las técnicas serologicas de Inmunoflorescencia
indirecta (IFl) e inmunoensayo enzimético (ELISA). Dicho proyecto tuvo como objetivo general:
“Conocer y desarrollar las técnicas de (IFl) y (ELISA) basadas en la determinacion de
anticuerpos especificos de tipo IgG e IgM contra Toxoplasma gondii para el diagndstico
serolégico temprano de la enfermedad parasitaria Toxoplamosis la cual afecta a un gran

numero de personas de los diferentes estados de la Republica Mexicana”.

Especificacion y fundamento de las actividades

Propagacion y mantenimiento de la cepa en gabinete de seguridad biologica

Se descongel6 a bafio maria (37 a 40°C) un criovial que contiene un ml de suspension de parasitos
de T. gondii. Después se tomé6 con una jeringa de insulina de 0.5 ml de la suspension de parasitos y
se inocularon via intraperitoneal a cada uno de los ratones balb/c de aproximadamente 8 semanas de
nacidos.

Se mantuvo en observacién a los ratones hasta la aparicion de signos de infeccion tales como (pelo
erizado, postracion falta de apetito, temblor entre otros.). Posteriormente con una jeringa de insulina
de 0.5 se aplicaron 0.2 ml de anestesia (Zoletil 50) para inmediatamente sacrificarlos por dislocacion
cervical con el menor dolor posible.

Después se coloco a cada uno de los ratones en posicion de decubito dorsal y se realizé un pequefio
corte con tijeras para descamisar a partir del area del esternon, y asi dejar expuesto el peritoneo.



Inmediatamente se lavé la cavidad peritoneal inyectando con jeringa de 0.5 ml de PBC (pH 7.2) y se
agité suavemente el ratdn para un lavado mas completo. Figura 5.

Se extrajo con jeringa la solucion con parasitos del peritoneo y se depositd en un tubo cénico de 15
mL, utilizando un tubo diferente para cada raton y se rotularon con lote y fecha. Posteriormente se
colocd una gota de la suspension de parasitos en un portaobjetos y se le colocd un cubreobjetos para
verificar en el microscopio a través del objetivo a (40X) la presencia de los parasitos; se realizd un
segundo lavado peritoneal ya que se observaron mas de 80 parésitos por campo en el primer lavado.
Se realizd este proceso con cada raton inoculado.

Por Ultimo, se centrifugo la suspension de los parasitos a 2000 rpm durante 5 min y se eliminé el
sobrenadante. Después se disgrego el boton afiadiendo 5 a 10 ml de PBS y nuevamente se centrifugo,
eliminando el sobrenadante. A partir de este punto se inicié: a) una nueva inoculacion de ratones
sanos, b) se fijo con formaldehido antigeno de IFl y ¢) la crioconservacion de la cepa. Como paso final
de este primer paso se registr6 en la bitacora electrénica (Carranza y Pérez, 2017).

Figura 5. Propagacion y mantenimiento de la cepa en gabinete de seguridad biologica.
Fotografia tomada en el laboratorio de Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia (InDRE).
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Crioprerservacion de la cepa

Se prepar6 una mezcla de congelacion con:

o Suero fetal de ternera al 10%
o Medio de mantenimiento para cultivo celular al 80%
o Dimetil — sulféxido al 10%

A partir del boton obtenido, se contd el numero de parasitos en la camara de Neubauer. Después se
llevé a centrifugar el tubo a 2000 rpm durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante. Se calcul6 el
volumen de la mezcla de congelacion necesario para obtener aproximadamente 5 x 105 parasitos por
mL. Después se colocod 1mL de esta mezcla en cada criovial, y se congelaron en un ultracongelador
de -60 a 70°C durante 24 horas y posteriormente se transfirid a nitrdgeno liquido (N2
aproximadamente -196°C). Finalmente se registro en la bitacora electronica (Carranza y Pérez, 2017).

Obtencion de la suspension de trabajo para IFI

Se disgrego el boton de parasitos obtenido anteriormente y se re-suspendié en 10 mL de PBS para
afiadir 200 pl (2%) de formaldehido grado reactivo y conservar entre 2 a 8°C.

Posteriormente se homogenizo la suspension de parasitos. Se tomé 10 pl de la suspension y se coloco
en un pozo de las ldminas con cubierta de teflon, se dejé secar a temperatura ambiente y se fij6
durante 20 minutos a 37°C +/- 1°C. Posteriormente se lavo con agua destilada a chorro con pizeta.
Se secO a temperatura ambiente y se observo en el objetivo a 40X que los parésitos no estén
aglutinados, que conserven su forma de (media luna) y la cantidad de parasitos.

Finalmente se ajustd la suspension de parésitos, concentrando las células por centrifugacion a 2000
rpm durante 5 minutos, o bien diluyendo con PBS pH 7.2 hasta que el numero de parasitos se aproximé
de 90 a 100 por campo (objetivo 40X) (Carranza y Pérez, 2017).

Sensibilizacion de portaobjetos con cubierta de teflon

Los portaobjetos para sensibilizar fueron lavados con detergente y fueron desengrasados (con una
solucion de alcohol/acetona en una proporcién 70/30) sobre una superficie plana. Después en cada
pozo del portaobjetos se depositaron 10uL de la suspension de parasitos, esta se homogenizd
agitando el tubo en forma manual o en vortex cada vez que se terminaba de sensibilizar en una
laminilla completa, esto con el fin de evitar la sedimentacion de los parasitos.

Se procedio a fijar en la incubadora a 37°C +/- 1°C durante 12 horas o toda la noche. Una vez que
termind la fijacion, se colocaron los portaobjetos sensibilizados, se sumergieron en un recipiente con
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agua destilada para después en un agitador orbital agitar suavemente durante 1 minuto. Se repitié
esta operacion 2 veces mas en otros recipientes con agua destilada, se secaron y se almacenaron los
portaobjetos en las cajas portalaminas a -20°C (Carranza y Pérez, 2017).

Titulacion del conjugado

En una microplaca de fondo en U se colocaron 40uL de PBS a los pozos del 1-9 de la fila A, después
se agregaran 40uL del suero control positivo IgG para T.gondii en el pozo 1 (dilucion 1:2) se mezcld
y se pasaron 40uL de esta solucidn al siguiente pozo y asi sucesivamente hasta el pozo 9 con (una
dilucion total de 1:512).

Se colocaron en otra fila de la microplaca 40 uL de PBS en 2 pozos, en el pozo 1se agregaron 40 L
del suero control negativo (dilucion 1:2) se mezclaron y se pasaran nuevamente 40 uL de esta solucion
al siguiente pozo (dilucion 1:4), y se mezcld. Posteriormente se colocaron en una lamina de teflon con
12 pozos sensibilizados con el parasito, 10 uL de cada una de las diluciones del control positivo hasta
el pozo 9. Para cada una de las diluciones a probar del conjugado, se prepard e identifico un
portaobjetos sensibilizado. Se colocaron 10 L de PBS (blanco) en el pozo 10. Después se agregaron
en los pozos 11y 12, 10 pL de las diluciones 1:2 'y 1:4 del suero control negativo.

Se incubaron durante 30 minutos a 37°C +/- 1°C en camara humeda, se lavaron con PBS con
agitacion durante 5 minutos y posteriormente con agua destilada con agitacion durante 5 minutos y se
secaron a temperatura ambiente. Se realizo la dilucion del trabajo que sugiere el inserto, incluyendo 2
diluciones mayores y 2 menores a la sugerida del inserto.

Al preparar el conjugado, se afiadié el medio de contraste (Azul de Evans al 1% en una dilucién 1:100).
Se agregaron 10 uL de la solucién obtenida (Conjugado + Azul de Evans +PBS) a cada uno de los
pozos que se probaron. Posteriormente se incubé a 37°C durante 30 minutos.

Se aplicd glicerol- PBS pH 8.0 en la lamina y se coloc6 un cubreobjetos, evitando la formacion de
burbujas. Después se realiz6 la lectura en el microscopio de epifluorescencia a (40 X) y se seleccion6
la dilucién del conjugado en la que se reproduzca el titulo esperado de los sueros control positivo y
negativo.

Se utilizé el mismo método para seleccionar la dilucién del conjugado tipo IgM. Por ultimo, se anotaron
los resultados de las lecturas en el formato TOXO-F-01y se conservaron en la bitacora de lecturas de
muestras por inmunoflorescencia. Se eliminaron los residuos peligrosos y biolégicos infecciosos de
acuerdo a GEAM-F-05: Manejo interno de RPBI.

Durante el método se utilizé el Microscopio de Epifluorescencia el cual se manejo de acuerdo a la
guia rapida del equipo y posteriormente se anotd el tiempo de su uso en la bitacora correspondiente
(Carranza y Pérez, 2017).
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Determinacion en suero o LCR de anticuerpos antitoxoplasma tipo IgG e IgM, mediante el
método de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)

La inmunofluorescencia se refiere a la propiedad de una sustancia de emitir luz cuando es expuesta
a radiaciones de baja longitud de onda y alta energia (UV — RXx). Las radiaciones absorbidas
(invisibles al ojo), son transformadas en luz visible, o sea de una longitud de onda mayor al
incidente, se le conoce como fluorescencia.

La inmunofluorescencia indirecta es una técnica de doble capa en donde se aplica el anticuerpo sin
marcar directamente sobre los parasitos de la placa sensibilizada y se visualiza por tratamiento con
un suero anti -inmunoglobulina conjugado con fluorocromo. El propdsito es la deteccidn de la reaccion
antigeno-anticuerpos mediante la adicién de un anticuerpo secundario conjugado con fluoresceina
(FITC) y revelada dicha reaccion en un microscopio de epifluorescencia (Sedana et al; 2000).

Primera etapa

Se coloc6 en una microplaca de 96 pozos fondo “U” 40 ul de PBS pH 7.2, (a todos los pozos de la fila
A. Después se colocaron 40 pl del suero problema en el pozo A-1 (dilucion 1:2), se mezcld

perfectamente y se pasaron 40 ul de esta dilucién al siguiente pozo de la fila hasta el pozo A-12
(dilucién 1:4096).

Se repitio el procedimiento en las filas B, C, etc. por cada suero que se evalud. Posteriormente se
colocaron las diluciones del suero problema en una laminilla de 12 pozos con cubierta de teflon,
previamente sensibilizada (Carranza y Pérez, 2017). Se empezé por la dilucién mas alta, colocando
15ul de la dilucién del pozo 12 (1: 4096) en el pozo 12 de la laminilla, 15 pl de la dilucion 11(1:2048)
en el pozo 11 y asi sucesivamente hasta el pozo No. 1. Se procedié a incubar las laminillas
sensibilizadas en cdmara humeda a 37°C durante 30 min. Figura 6. (Sedano et al; 2000).

Complejo antigeno-
Antigenos (Sustrato) — S anticuerpo

o

Figura 6. Primera etapa de IFl
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Segunda etapa

Se elimind el exceso de suero de las laminillas lavando al chorro de PBS pH 7.2 con una pizeta.

Y se realiz6 un lavado con PBS pH 7.2 en un vaso de Kopling, durante 5 min con agitacién suave,
después se paso la laminilla a un vaso de Kopling con agua destilada y se agité suavemente durante
1 min. Se dej6 secar la laminilla a temperatura ambiente.

Posteriormente se preparo la solucion de trabajo de los conjugados, una anti -inmunoglobulina humana
marcada con fluoresceina (conjugado), IgG e IgM y se afiadieron 15 pl de la solucién de trabajo
correspondiente a cada pozo de la laminilla que reaccionaron con el anticuerpo del complejo producido
en la primera etapa.

Se incubd a 37°C durante 30 min en cadmara himeda y se repitio el paso 2. Se elimind el exceso de
liquido y se dejo6 secar.

Se agregaron de 3 a 4 gotas de glicerina/PBS pH 8.0 entre los pozos y colocaron en un cubreobjetos;
se verifico que la glicerina se difundiera en toda el area cubierta por el cubreobjetos, evitando la
formacion de burbujas. Figura 1. Se observaron las laminillas al microscopio de epifluorescencia y se
anotaron los resultados de la lectura en el formato TOXO-F-01/0.

Se capturaron los resultados y datos del paciente que se requirieron en el sistema de la red INFOLAB,
se imprimié la hoja de resultados, se recabaron las firmas de los responsables del laboratorio segin
el Instructivo y finalmente se entregaron las hojas de resultados, e historias clinicas al area de
recepcion de muestras. Figura 7. (Sedanaet al; 2000).

Antigeno - Anticuerpo Fuorescendia
Anticuerpo antihumano
conjugado con
fluoresceina

&2 = 2 \
|+ w -
Portaobjetos

Figura 7. Segunda etapa de IFI
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Interpretacion de resultados

Se considera reactiva una muestra de suero problema, en la cual se observa fluorescencia en una
dilucion igual o mayor a 1:16, observandose como se muestra en la Figura 8.

La fluorescencia debe presentarse en toda la periferia del parasito, si se presenta cortada se considera
como negativa.

Figura 8. Anticuerpos anti-toxoplasma gondii, donde se observan los taquizoitos fluorescentes, indicando reaccion
positiva. Fotografia tomada en el laboratorio de Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia (InDRE)

Se considera no reactiva (N.R) una muestra de suero problema, en la cual no se observe fluorescencia
a partir de la dilucion 1:16. Figura 9.

Figura 9. Se observan los taquizoitos sin fluorescencia, indicando que no hay reaccién antigeno-anticuerpo, Fotografia
tomada en el laboratorio de Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia (InDRE)
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Determinacion en suero o LCR de anticuerpos antitoxoplasma tipo IgG e IgM, para el
diagnodstico, mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA).

El principio de la técnica se basd principalmente en que el parasito sonicado se pone en presencia del
suero del paciente y de un antisuero marcado (inmunoglobulina antihumana conjugada a peroxidasa).
La unién de los tres componentes de la reaccion se evidencia mediante una reaccion quimica de 6xido-
reduccion del sustrato (peroxido de hidrégeno), la cual en presencia de Ortofenilendiamina genera un
color cuya intensidad es directamente proporcional a la reaccion.

Se realiz6 la sensibilizacion de la microplaca con 100 L de antigeno en cada pozo a la concentracidn
de trabajo y se dejé incubando a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se lavd con PBS-tween
0.05%. Se adiciond por duplicado 100 uL del suero problema diluido 1:50 en PBS-Tween al 0.05%.
Se introdujo en la prueba un suero que proporcione un valor de corte (suero de corte). Se adiciond por
duplicado 100 uL de este suero diluido 1:50 en PBS-Tween al 0.05%, y también se introdujo en la
prueba un control positivo, y un control negativo, se adicion6 por duplicado 100 L de ambos sueros
diluidos 1:50 en PBS-Tween al 0.50%. Se incubd a 37°C por 30 minutos y se lavd la placa con PBS-
tween 0.05%. Se colocd en todos los pozos 100 uL de conjugado anti IgG diluido 1:1000 en PBS-
Tween al 0.05% (Se realiza el mismo procedimiento con una dilucién 1:500 de conjugado anti IgM).
Se dej6 incubar 30 minutos 37° C. Se lavd con PBS-tween 0.05%. Se procedié a preparar 5 ml de
OPD al 0.04% en PBS Tween al 0.05% y se afadieron 2.5 ml de perdxido de hidrégeno al 30 %, de la
solucién preparada, se coloca 100 L en cada pozo. Se dejo incubar de 15 a 20 minutos a temperatura
ambiente para la formacion del color.

Finalmente se detuvo la reaccién con 100 uL de Acido sulfirico (H2SO4) 2N y se llevo a cabo la
lectura en el espectrofotometro a 492 nm. Figura 10.(Sedanaet al; 2000).

Substrate
: (. e
e~

e
ﬁlﬁ ooy Antibody
,-) "
o

Figura 10. Representacion del procedimiento de ELISA
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Interpretacion de resultados

o Se considera un suero problema no reactivo, a aquel en que la lectura obtenida, sea menor 6
igual a la lectura del suero de corte.

o Se considera como sueros problema reactivos, a aquellos en los que la lectura a 492 nm, sea
mayor a la obtenida en el suero de corte.

Cuando en alguna muestra problema, los resultados de la técnica de IFI, se presentan poco confiables,
se comparan con las lecturas obtenidas en la técnica de ELISA, si en ésta hay reaccidn, se considera
la prueba reactiva, si por el contrario no la hay, se considera no reactiva.

Otras actividades a desarrollar.

Ademas del diagnostico realizado en el laboratorio, se llevd a cabo actividades en la oficina, una de
las méas importantes es la captura de los datos de los pacientes en el programa informatico INFOLAB,
en donde se resguardan los aspectos principales de la historia clinica de cada paciente. De aqui la
importancia de registrar el ingreso de una muestra al laboratorio, asegurando que se cumplan con la
primera meta de la OMS en cuanto a la seguridad del paciente, la cual es “paciente correcto,
identificacion correcta”, la cual consiste en verificar que los datos del paciente en su historial clinico
coincidan con los datos que vienen en la muestra. Si esto es correcto, entonces los datos se remiten
a el area de REMU para solicitar la captura en un sistema informatico denominado “INFOLAB’.
Posteriormente se “escanea’ |a historia clinica del paciente, los resultados obtenidos y el formato oficial
de InDRE.

Para que un laboratorio funcione adecuadamente tiene que llevar a cabo un Sistema de Gestion de
Calidad, por lo tanto, se tiene que cumplir con las Normas ISO 2000 y la 15189 que en forma general
exigen:

o Verificar que los equipos del laboratorio en los cuales se trabaja, estén a las temperaturas
y en condiciones adecuadas para su uso mediante el llenado de registros y bitacoras de
uso. La calibracién de equipos y materiales como micropipetas no la realiza el laboratorio,
sin embargo, si se realiza una lista de todas las micropipetas que requieran de calibracién,
identificadas correctamente cada una, con modelo y nimero de serie. Posterior a la
calibracion el laboratorio si realiza la verificacion de ésta, realizando mediciones repetidas
a un volumen establecido de la micropipeta, para obtener la variacion y precision.

o Cumplir con el Sistema Globalmente Armonizado, mediante la identificacién correcta de
todos los reactivos del laboratorio.
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o Presente en sesiones de auditorias internos al Instituto, para conocer la dinamica del
procedimiento de esta naturaleza.

Impacto de las actividades del servicio social, aprendizaje, y fundamento

Al conocer y poner en préactica las técnicas serologicas de Inmunoflorescencia indirecta (IFI) e
inmunoensayo enzimatico (ELISA), es de utilidad para conocer como se realiza un diagnéstico que
debe cumplir con los indicardores de calidad, como son la oportunidad y la confiabilidad. Esto fortalece
la formacidn académica y profesional del servidor social y las capacidades del mismo dentro del ambito
del laboratorio sobre un tema especifico. Los conocimientos adquiridos serviran para impulsar el
desarrollo de los proyectos de investigacion aplicada del Laboratorio de Toxoplasmosis del
Departamento de Parasitologia perteneciente al (INDRE) enfocado principalmente a pacientes como
mujeres embarazadas, pacientes inmunosuprimidos y pacientes con enfermedad ocular.

Fundamento de las actividades

La licenciatura de Biologia de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, tiene como
objetivo formar profesionales criticos y creativos, capaces de realizar actividades cientificas para
desarrollar y evaluar, con una perspectiva multidisciplinaria, estrategias de manejo de los recursos
naturales bidticos con base en metodologias propias de las ciencias biologicas. En ese sentido es
importante que los alumnos realicen servicio social, con la finalidad de que adquieran herramientas
metodoldgicas y habilidades de investigacion que les permitan desarrollarse en su futuro profesional.
El Laboratorio de Toxoplasmosis del Departamento de Parasitologia, le permitié a la servidora social
adquirir conocimientos de las técnicas seroldgicas de Inmunoflorescencia indirecta (IFI) e
inmunoensayo enzimatico (ELISA) para la determinacion de anticuerpos especificos de tipo IgG e IgM
contra T. gondii que se requieren para el diagnostico serologico de la Toxoplamosis. La servidora
social aporta beneficios al laboratorio al colaborar con todas las actividades administrativas y técnicas,
asi como de conocer los criterios pertinentes que corresponden para dar un diagndstico correcto y
oportuno de la enfermedad. Debido a ello, los prestadores de servicio social son parte importante en
el desarrollo de las actividades.
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