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Meétodos de diagnostico

Gota gruesa ELISA

Enzyme-linked
immunosorbent assay
(ELISA)




Pregunta de investigacion %

¢ Existe la presencia de anticuerpos en poblaciones no expuestas
ubicadas en la periferia de focos endémicos a Paludismo bajo

condiciones optimas para el desarrollo de la enfermedad?




OBJETIVO

Identificar anticuerpos contra Plamodium spp. en
individuos que pertenezcan a zonas circundante a
los focos endémicos.




DISENO DEL ESTUDIO

e Estudio transversal

e Se avaluara Ila incidencia de
Plasmodium spp. en individuos
pertenecientes a la regidon Sur de
Chiapas.
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el cuadro clinico a paludismo establecido por
la NOM- 032-5S52-2014.

 Criterios de inclusion:
« Personas mayores a 18 afnos

« Personas que presentan sintomatologia a
paludismo

« Personas que radiquen el la zona circundante
 Criterios de exclusion:

* Personas gue salieron negativos en la gota
gruesa
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Comité de Etica
en Investigacion

Instituto Nacional de Salud Pdblica

1) Asentimiento de las direcciones municipales para
plantear la finalidad del proyectoposteriormente se

solicitara la aprobacion o permiso por parte del
representante de cada localidad

2) Se solicitara al paciente que leay firme el
consentimiento informado donde se explicara el estudio

3) Aplicacién de cuestionarios a los pacientes donde proporcionen
los siguientes datos:

Nombre completo, edad, sexo, fecha de nacimiento, domicilio
ubicacion de la casa, fecha de inicio de los sintomas, toma de
muestra, lugar de contagio y si viajo a otra localidad.

No acepta

4

Si acepta

4) Toma de muestras, se realizara
conforme a lo explicado en el

consentimiento informado previamente
aprobado por la comision de ética

Se excluye

Los formatos de consentimiento
informado seran capturados de manera
electronica para la elaboracion de la base
de datos, posteriormente se guardaran
en el departamento de resguardo vy
proteccion de datos con su folio
correspondientes, solo tendran acceso a
los datos los investigadores
responsables del estudio.

Los datos proporcionados y obtenidos
del paciente se les garantizara en todo
momento el anonimato y la privacidad

de los datos .

Las muestras se trasladaran al
laboratorio  de inmunologia del
CRISP



FORMATO
CONSETIMIENTO
INFORMADO

GUIA PARA ELABORAR UN FORMATO DE CONSENTIMIENTO EN EL QUE SE RECOLECTAN/UTILIZAN
MUESTRAS BIOLOGICAS PARA INVESTIGACION GENETICA/GENOMICA Y/O FORMAR UN BIOBANCO

CARTA DE CONSENTIMIENTO A PERSONAS QUE DESEAN PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Titulo del estudio: Deteccion de anticuerpos contra Plasmodium vivax en personas gue viven en
el sur de Chiapas

Nembre del Investigador Principal: Susana Camacho Ramirez, Arnold Ernesto Roblero Andrade,
Noelinda Hernandez Gonzalez y Francisco Javier Gonzalez Prieto

Fecha aprobacién por el Comité de ética: (LA FECHA SE INCLUIRA UNA VEZ QUE EL ESTUDIO
HAYA 51DO APROBADO POR EL COMITE DE ETICA Y LA CARTA SEA ENVIADA PARA SELLO DEL CEl)

Propésite del estudie Identificar anticuerpos contra Plamodium spp. en individuos gque
pertenezcan a zonas circundante a los focos endémicos.

Razones por las que le pedimes participar Le pedimos participar en este estudio porque usted
forma parte de los criterios de elegibilidad basados en el cuadro clinico a paludismo establecido



Destino de las muestras

« Las muestras recolectadas se
llevaran al laboratorio de
Inmunologia que se encuentra
dentro de las Iinstalaciones del
CRISP, para realizar la prueba de
ELISA, se realizarda un banco de
muestras de aquellas personas
gue marcaron la casilla para que
Su muestra fuera utilizada en este
estudio y para Investigaciones
futuras, las personas que no
autorizaron se desecharon en el
RPBI




Toma de muestra

Se tomara la muestra de sangre con una
lanceta estéril pinchando la yema del dedo de
forma rapida.

Obteniendo la gota de sangre presionando
ligeramente el dedo depositandola en un
portaobjetos con 6 a 8 pl de sangre.

Se conservaran a temperatura ambiente (28 °C a

32 °C) del sitio de toma de la muestra hasta su
traslado al laboratorio .




La gota que se colocd en el centro de la mitad de
portaobjeto auxiliar limpio, se distribuyé la gota con
movimientos suaves, tratando que el espesor sea
uniforme en 3 movimientos.

Una vez preparada la gota se tifie mediante tincion de
Giemsa, cubriendo con Giemsa al 10% y se diluyo el
colorante 1/10 en agua durante 20 minutos.




Después de lavar el exceso de
colorante y secan, las muestras se
examinaron usando un microscopio
compuesto, con el objetivo 100X.

Tincién de Giemsa K
.
Toma de muestra )




ELISA INDIRECTO

La técnica de ELISA indirecto se aplica a todos los pacientes que presuntamente son positivos a
la enfermedad. Se trata de una técnica de inmunoensayo en la cual al antigeno de Plasmodium
fijado al soporte se unen los anticuerpos especificos que se encuentran en el suero del paciente.
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A este primer inmunocomplejo se

« unen anti-anticuerpos marcados
con una enzima, generandose un

Esto se debe a que solo se puede emplear
producto detectable.

el antigeno de Plasmodium falciparum en

lugar de los antigenos de varias especies . Sustrato
Suero Conjugado color
‘ Antigeno problema (Ac) (Suero +)

La cantidad de enzima enlazada indica la
cantidad de anticuerpos en el suero y puede
ser medida por la degradacion de su sustrato.

¥

ELISA indirecto tiende a sobrestimar los sueros de
bajos titulos. Esto se debe probablemente a la
presencia de inmunoglobulinas inespecificas o0
anticuerpos de baja afinidad. Este método es el de

eleccion para detectar anticuerpos de clase IgG e IgM. »

Los conjugados
‘ empleados fueron
— anti-IgM y anti-IgG

Los ensayos indirectos presentan una alta
detectabilidad que depende de la densidad de

epitopos de relevancia diagnostica presentes
en la fase solida




Muchas Gracias!




