Estandarizacién y validacion de pruebas de elisa tipo indirecto
para la determinacion de los niveles de anticuerpos IgG e IgE
anti- leishmania, como método complementario para el diag-
ndstico y seguimiento de la respuesta al tratamiento.

Y

>>> LaLeishmaniasis es causada por un protozoo parasito del género Leishmania y transmitida
por la picadura de fleb6tomos hembras infectadas. Tiene gran incidencia en poblaciones pobres. Es
una de las 18 enfermedades mas desatendidas del mundo, segun catalogé la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS).Se estima que cada aio se producen entre 700.000 y un millén de nuevos casos y
entre 26. 000 y 65.000 defunciones a nivel mundial. Es clara la necesidad de estar mas actualizados
sobre estapatologia es por eso que le presentamos en siguiente trabajo de investigacion.
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RESUMEN

La leishmaniasis cutdnea se caracteriza
por lainduccién de unarespuesta inmune celulary
humoral, siendo los niveles de anticuerpos IgG e
IgE indicadores seroldgicos del diagndstico, la
progresién y resolucion de la enfermedad. En el

presente estudio se estandarizaron dos pruebas
de ELISA indirecto para determinar los niveles
séricos de anticuerpos 1gG o IgE contra antigeno
soluble de Leishmania braziliensis (ASL). Se trabajé
a partir de la cepa de L. braziliensis (MHOM/

BR/75/M2903).

Enel ELISAIEE se hizo un pre-tratamiento
del suero con anticuerpos anti- IgG humano y
Polietilenglicol (PEG); la dilucién Sptima de la
muestra para ambos ELISA fue 1/21, la dilucién del
conjugado fue 1/500 para el ELISA IgG y 1/100 para
el IgE.

Parael ELISA 1gG estandarizado se encon-
tré un indice de correlacion de Kappa de 1(p<0,05),
frente al ELISA comercial r-Biopharm®. Con una
sensibilidad del 100%; 100% de especificidad, 100%
valor predictivo positivo y 100% valor predictivo



negativo. Sin embargo ambos test de ELISA
presentaron reacciones cruzadas con anticuerpos
anti-Trypanosoma. La validez de los resultados
demuestran que los ELISAs estandarizados pue-
den ser utilizados como herramienta de diagnds-
ticoy seguimiento al tratamiento leishmanicida.

Palabras clave: Leishmaniasis, ELISA, 1gG, IgE,
Estandarizacion.

INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de enfer-
medades parasitarias producidas por protozoos
flagelados del género Leishmania que infectan
principalmente a los macréfagos del hospedero, y
otras células como neutréfilos, eosindfilos, masto-
citos y fibroblastos del hombre y mamiferos como
el perro, roedores y marsupiales. Se transmite por
la picadura delinsecto vector fleb6tomo en el viejo
mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo (familia
Phlebotomidae).

A nivel mundial existen alrededor de 12
millones de casos reportados de leishmaniasis y se
estima que 350 millones de mujeres, hombres y
nifos de 88 paises estan en riesgo de contraer la
enfermedad, 72 de estos paises estdn en vias de
desarrollo y 13 de ellos son considerados los paises
mds pobres del mundo (Ministerio de Salud Publi-
ca,2011).

En Bolivia, aproximadamente 800000
personas que viven en zonas tropicales y subtro-
picales estan riesgo contraer la de infeccidn
(Ibafiez Calero,2008)y se calcula que existen 2 500
nuevos casos por afo con una incidencia de 32.7%
(Ministerio de Salud, 2012), Los parasitos asocia-
dos con leishmaniasis en nuestro pais son: L.
braziliensis, L. amazonensis, L. chagasi y L.
guyanensis; siendo las regiones endémicas para
estas especies los departamentos de La Paz,
Cochabamba, Santa Cruz, Beni, Pando y Tarija
(Ministerio de Salud, 2012).
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La defensa del organismo infectado con
Leishmania involucra tanto la inmunidad celular
como lahumoral. En la primeraintervienen macro-
fagos, neutrdfilos, eosindfilos, células dendriticas
y linfocitos T. La segunda esta mediada principal-
mente por anticuerpos IgG e IgE especificos contra
Leishmania que son producidos gracias a las cito-
quinas generadas de lainteraccién entre linfocitos
B y T. (Sousa, M.A. 2005). Un gran numero de
investigaciones han demostrado que en casos de
una terapia leishmanicida exitosa especialmente
con antimoniales pentavalentes, los niveles de
anticuerpos 1gG, IgM e IgE estdn significante-
mente reducidos con respecto alos niveles séricos
antes del tratamiento (Atta, A.M.2002).

El diagndstico inicialmente se realiza en
base a la presentacion clinica de la lesién y la
observaciéon microscépica delos promastigotes en
el frotis de lesidn. La inmunofluorescencia indire-
cta(IFl),lareaccidonen cadenadelapolimerasay el
ELISA indirecto suelen ser herramientas que ayu-
dan al diagndstico definitivo de la enfermedad en
caso de parasitémias bajas. También son Uutiles
para el seguimiento de la eficacia terapéutica y
progresién de la enfermedad. (Salud O. M., 2010)
(Oddone, R.;Canese, A., 2005). Por lo antes
expuesto, en el presente estudio se estandarizd y
validd dos test de ELISA indirecto que miden los
niveles de anticuerpos de tipo IgG y tipo IgE contra
antigeno soluble de Leishmania braziliensis.

>>5> MATERIALESY METODO
Cultivo de Parasitos

Los promastigotes de Leishmania (Vian-
nia) braziliensis (MHOM/BR/75/ M2903) fueron
cultivados en medio Schneider’s suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) y antibidticos
(penicilina'y estreptomicina al 0,5%) en una caja de
cultivode25cms.

Los promastigotes fueron cultivados en
estufa a 26 °C haciendo “pases” o cambios de
medio cada 72 horas, para las pruebas in vitro
fueron cosechados durante la fase estacionaria de
crecimiento.

Obtencidn del antigeno soluble de Leishmania
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(ASL)

Se recuperd el contenido de una caja de
cultivo en un tubo Falcon de 15 ml, se realizaron
tres lavados con tampdén PBS (NaCl 130mM,
Na.HPO, 8,1mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4 y 0,01M),
luego, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min, dese-
chando el sobrenadante. Luego del tercer lavado,
se resuspendid el precipitado en un volumen de 6
ml de PBS, se realizé el recuento de para- sitos en
camara de Newbauer. Se realizé un protocolo de
sonicacién directa (100 watios y 3 pulsaciones por
segundo), cumpliendo 10 ciclos alternos de 1 min.
de sonicacién y 30 seg. de reposo. A partir de la
muestra total sonicada, se evaluaron dos proto-
colos, en el primero no se hizo ningun tratamiento
adicional (Khairul, 1999), en el segundo protocolo
se centrifugd la muestra a 6500g/15 min y se
trabajo solo con el sobrenadante (Atta, 1998). En
ambos casosla concentracién de ASL fue evaluada
por el método de Lowry obteniendo una concen-
tracion de entre 18 y 235 pg/ml, finalmente se
guardaron las alicuotas de ASL a -20°C hasta el
momento de su utilizacidn.

Preparacion de las placas de microtitu-
lacion de ELISA con ASL. Se tapizaron placas de
poliestireno de 96 pocillos de fondo plano Greiner
bioone (CELLSTAR®) por adsorcidén pasiva con la
solucién de ASL alas concentracionesde 20,1005
pg/ml. Se evaluaron dos tampones diluyente de
ASL: Tampdn Carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6
y el Tampén fosfato salino (PBS) 0,01 M pH 7.4,
NaCl 1mM. Se sembraron 100 pl por pozo de la
solucidon de ASL y se pre incubd por 30 minutos en
agitacion suave a 250 rpm y 37°C. Luego, se
incubaron las placas a 4°C durante toda la noche.
Para eliminar el antigeno no fijado o mal fijado ala
superficie de los pocillos se realizaron tres la-
vados con PBS-Tween 20 al 0,05%.

En el pos tapizado se evaluaron dos solu-
ciones bloqueantes que son cominmente emplea-
das en los test de ELISA (PBS-Albumina Sérica
Bovina(BSA)alo,1% 0 PBS-Leche Morinagaal 5 %),
se afiadieron 200 pl de la solucién de bloqueo
respectiva y se dejé en incubaciéon a37°Cde unaa
dos horas. Esta accidn se realizd para tapizar los
sitios activos que no fueron recubiertas por el ASL
(bloqueo de sitos activos de los micropozos).



Después, se procedid a lavar los pozos como se
menciond anteriormente y se guardaron las placas
a-4°Chastasuutilizacion.

Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecto
para determinar anticuerpos IgG anti-leishmania

Para la estandarizacion del ELISA 1gG
se evaluaronlos protocolos portriplicado:

a. Determinacion de la dilucion éptima de los
sueros: Se evaluaron las di- luciones 1/21, 1/51, 1/100
y1/500 delos sueros de referencia, control positivo
(+) y negativo (-) en PBS-Tween-20 con BSA al 0,1
%. Se afadid 1oopl por pocillo en las placas de
ELISA que contenian ASL alas concentraciones de
5, 10 y 20 pg/ml, se evaluaron diferentes tempe-
raturas de incubacién a 37°C (30 minutos, 1horay 2
horas), yselavédlasplacas.

b. Determinacion del titulé6 optimo del conju-
gado: se evaluaron las diluciones 1/100y 1/500 de la
anti-inmunoglobulina humana IgG conjuga- do con

peroxidasa (Sigma-Aldrich, USA) en PBS-Tween-
20-BSA 0,1%, se afiadieron 100pl de estas dilucio-
nes por pocillo, se incubé a 37°C por 30 minutos o 1
horayselavaronlasplacas.

c. Adicidondel cromdgeno-sustrato: se afiadieron
100 pl por pocillo de una solucidn de OPD disuelto
en tampdn citrato-fosfato 0,05 M pH 5y 18 gotas
de H202 (minutos antes de sus uso) y se dejé en
incubaciéna37°Cpor30 min.

d. Parado de la reaccion enzimatica: se realizd
afiadiendo 5opul de H2SO4 3N por pocillo. Poste-
riormente se realizaron lecturas de las densidades
Opticas a 490 con filtro de referencia a 630 nm en
un lector de ELISA (Bio-teck Instruments Inc,
USA).

Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecto
para determinar anticuerpos IgE anti-leishmania.

Para eliminar la competencia por el sitio
activo del determinante antigénico por las inmu-
noglobulinas de tipo IgG (Atta, 1998), se realizé un
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pre-tratamiento a los sueros controles positivos
(+) y negativos (-) con una solucién de anticuerpos
anti-IgG humano diluido 1/500 en solucidén salina
fisiolégica (SSF). Para ello se mezcld 200 pl de los
sueros control con 25 pl del precipitan- te de IgG y
se incubd por una hora a 26°C en agitacion
constantea250rpm. Luego, se afadieron 160 pl de
SSF y 60 pl de polietilenglicol al 12,5 % (PEG) se
mezcld bien y se dejé en incubacién por 30 min. a
37°C, se centrifugaron los tubos a 3500 rpm por 15
min. El sobrenadante libre de IgG fue utilizado para
estandarizarlapruebade ELISA.

a. Determinacién de la dilucién dptima de los
sueros: Tomando en cuen- ta el factor de dilucién
previo, se hizo el ajuste a diluciones 1/10 y 1/21delos
sueros control positivo (+) y negativo (-), se
empled como dilu- yente PBS-Tween 20-BSA al
0,1 %. Para evaluar la efectividad del proceso de
precipitacion de IgGs se evalud sueros pre-
tratados y sueros sin pre-tratamiento, se anadio
100pl por pocillo en las placas de ELISA con
concentracionesde10y20 pg/mlde ASL, seincubd
a37°Cporunahorayselavaronlasplacas.

b. Determinacidn del titulo dptimo del conjugado:
se evaluaron las diluciones 1/100 y 1/500 de la anti-
inmunoglobulina humana IgE conjuga- do con
peroxidasa en PBS-Tween 20-BSA 0,1 %, se
afiadieron 100 pl por pocillo e incubd a 37°C por 30
min. Después selavaronlas placas tres veces.

c. Adicion del cromdgeno-sustrato: se afiadieron
100 pl por pocillo de la soluciéon de OPD disuelto en
tampdn citrato-fosfato 0,05 M pH 5y se dejd en
incubaciéna37°Cpor30 min.

d. Posteriormente, se detuvo la reaccién enzima-
tica mediante la adicion de 50ul de H,SO, 3N por
pocillo. La lectura de las densidades Opticas: se
realizé delamismamaneraqueparael ELISAIgG.

Repetitividad y reproducibilidad de los datos de
los testde ELISA estandarizados.

Para determinar la repetitividad y repro-
ducibilidad de los ELISA estandarizados, se
evaluaron mediante sueros control positivo y
negativo que fueron tomados al azar de entre los
sueros utilizados durante el proceso de estanda-
rizacion. Para ambos pardmetros se proceso las
muestras bajo las condiciones de trabajo esta-
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blecidas como dptimas para cada ELISA. El
proceso de re- producibilidad fue realizado de
manera cegada por diferentes operadores.

Validacion de los ELISA estandarizados

Para los dos ELISA estandarizados se
realizé el test diagnostico con un pa- nel de 15
sueros positivos para leishmaniasis y 10 sueros
negativos gentilmente cedidos por el laboratorio
de Parasitologia del Instituto Nacional de
Laboratorios en Salud (INLASA). En el caso del
ELISA IgG anti ASL se determind la correlacién de
resultados frente a un kit ELISA comercial que
determina anti- cuerpos 1gG anti Leishmania (r-
biopharm, Alemania). En el caso del ELISA que
mide anticuerpos IgE contra ASL, al no existir un
kit comercial que mida este tipo de anticuerpos, se
realizé la validacidn frente ala condicién de sano o
enfermo de los pacientes ya que estos mediante
clinica y laboratorio de les habia descartado o
confirmado la enfermedad. Se realizaron los cal-
culos de sensibilidad, especificidad, valor pre-
dictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN)y el indice Kappa para determinar el grado
de correlacién entrelos dos métodos utilizados.

>>> RESULTADOS

Obtencién del antigeno soluble de Leishmania
(ASL).- No se encontré di- ferencias notables a
nivel de la cantidad de ASL obtenido entre los dos
protocolos evaluados, se evidencid que existia
proporcionalidad entre las concentraciones de
ASL obtenidas (p> 0,05): Sin embargo en la
practica, se obtuvieron mejores resultados con el
protocolo de obtencidn de ASL a partir del sobre-
nadante de los promastigotes sonicados. Este
protocolo de obtencidn de ASL permitia obtener
una concentracion de antigenos proteicos en el
rango derangode180a230 pg/ml.

Condiciones dptimas de trabajo de las pruebas
de ELISA estandarizadas

Se determind que paralograr un tapizado
dptimo de los pocillos de ELISA tipo IgG, se deben
sembrar por pozo 100 pyl de ASL ala concentracién
de 10 pg/ml diluido en tampdn carbonato/bicar-
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bonato 0,01M, pH 9,6; el post tapizado debe
realizarse con 200 pl de PBS-BSA al 0,1%. Se deben
sembrar 100 pl de los sueros o controles diluidos
1/21 en PBS-Tween-20 con BSA al 0,1% e incubarse
por una hora. El lavado de la placa se debe realizar
tres veces con 300pl de PBS-Tween 20 al 0,05%. Se
adiciona 100 pl de conjugado diluido 1:500 y se
incuba por 30 minutos. Se repite el proceso de
lavadoy se afiade 100 pl por pocillo de una solucién
de 2,2 mg/ml de OPD y 1,8 pl /ml de H,0,,
incubandose por 30 minutos. La reaccién debe ser
detenida con la adicion de 5oul de H,SO, 3N por
pocillo. Y las densidades dpticas deben leerse a las
longitudes de onda de 490-630 nm. Todos los
procesosdeincubacidnserealizarona37°C.

En el caso del ELISA que mide niveles de
anticuerpos IgE, se establecié que el tapizado de
ASL deberealizarse enlas mismas condiciones que
para IgG con la salvedad de que el antigeno debe
estaralaconcentracidonde 20 ug/ml. En este ELISA
todos los tiempos de incubacién, el proceso de
lavado de las placas, y de dilucion de: muestras,
controles y conjugado fueron realizados en las
mismas condiciones que en el ELISA mencionado
en el parrafo anterior. Se establecid que debe
sembrarse 100 pl suero libre de anticuerposigGala
dilucién 1/21 e incubar por una hora, debe
sembrarse 100 pl del conjugado aladilucién 1/100 e
incubarse por 30 minutos; sembrar 100 pl del
cromégeno/sustrato (OPD/H,0,) e incubar por
otra media hora, la parada de la reaccion y la
lectura de las densidades dpticas se realizé como
enel ELISAantes mencionado.

Determinacion de las lineas de corte de los dos
ELISAs estandarizados

La linea de corte de cada test de ELISA se
obtuvo procesando 50 muestras negativas para
leishmaniasis por clinica y laboratorio. Para el
ELISA 1gG anti Leishmania el valor promedio de las
DO de las muestras fue 0,203 (p<0,05),con
desviacion estandar de 0,019, la linea de corte se
establecié sumando 3 veces la desviacién estandar
(3 x 0,019) al valor promedio, estableciéndose un
valor de corte de 0,260. Para el ELISA IgE anti
Leishmania el valor pro- medio de las DO de las
muestras negativas fue 0,114 (p<0,05), desviacién

Revista Bioanalisis | Septiembre 2020 | 105 ejemplares

estandar 0,017, estableciéndose un valor de linea
corte una valor de DO de 0,155. Durante la
determinacién de la linea de corte a manera de
control de calidad se evaluaron 15 muestras
positivas para leishmaniasis diferentes a las
utilizadas en el proceso de estandarizacion antes
mencionado (figuras1y2).

> > Figura 1. Determinacién de la linea de
corte del ELISA IgG anti-Leishmania braziliensis
estandarizada procesando 50 muestras negativas.
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> > Figura 2. Determinacién de la linea de
corte del ELISA IgE anti-Leishmania braziliensis
estandarizada procesando 50 muestras negativas.
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Repetitividad y reproducibilidad de los datos de
los test de ELISA estandarizados.

Los resultados de repetitividad de los
ELISA IgG o IgE anti-Leishmania es- tandarizados
en el [aboratorio se muestras en las tablas 1y 2. Se
destaca en el caso del ELISA 1gG que las
desviaciones estdndar (DS) son < a 0,008 unida-
des de D.Oy que los coeficientes de variacion (CV)
tanto de muestras positivas como negativas
fueron menor al 1%. En el caso del ELISA IgE los
hallazgos fueron similares siendo las DS igual a
0,002ylos CV <2,1%.



Tabla1. Resultados de determinacidndela Enla tabla 2, se muestra los resultados de

repetitividad interensayo de los ELISA estan- la evaluacidn de la reproducibilidad de los resulta-
darizados que miden anticuerpos anti antigeno dos de los ELISA estandarizados, se observa que
soluble de Leishmania. para ambos, las DS no superan el valor de 0,004
unidades de DOy que el CV fue menor al 1% paralas
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correlacion de resultados de los ELISA
estandarizados.

Enlatabla 3, se muestralosresultados del
test diagndstico, en el que se determind un100%de
correlacion de resultados entre el ELISA estan-
darizado que mide anticuerpos IgG anti ASL frente
al kit de referencia comercial ; se determinaron
valores de Sensibilidad del 100%, Especificidad
100%, VPP y VPN del 100% respectivamente, el
indice de correlacion de Kappa encontrado fue de
1,00 (p< 0,05). Para el ELISA que mide anticuerpos
IgE anti ASL los valores encontrados de sensibi-
lidad, especificidad VPP y VPN fueron del 100%
para cada caso, el indice de correlacion de Kappa
también fue de 1,00 (p< 0,05).

> > Tabla 3. Resultados de los paneles de
sueros positivo y negativo seguin los ELISAs estan-
darizados frente a un kit comercial en el caso de la
determinacion de anticuerpos IgG o pacientes
sanosy enfermos en el caso de ladeterminaciénde
anticuerpos IgE.

ELISA 19G ELISA IgE

MUESTRAS PROCESADAS POR
EL ELISA COMERCIAL
RIDASCREEN-BIOPHARM®

CONDICION DEL PACIENTE
SANO / ENFERMO

POSITIVOS [NEGATIVOS | TOTAL | ENFERMO | SANO TOTAL
g POSITIVOS 15 0 15 15 0 15
< o

2«2

S23

£ ;g NEGATIVOS 0 10 10 0 10 10
8 2 o 15 10 25 15 10 25
=

>>> DISCUSION

La bibliografia cientifica plantea dife-
rentes métodos para la obtencidn de antigeno
soluble de Leishmania, cada uno con caracte-
risticas peculiares, Khairul (1999) plantea que los
promastigotes deben estar enfase estacionaria de
crecimiento, y se debe realizar la “cosecha ”
después del tercer o cuarto “pase de cultivo”
luego, se debenlisarlos parasitosy cuantificar para
determinar la concentracién de proteinas. Otro
método plantea que después del sonicado de la
muestra, esta debe ser centrifugada a 4300 g
(6800 rpm) para obtener el antigeno soluble de
Leishmania a partir del sobrenadante (Khairul,
1999). En el presente trabajo se evidencié que
cuando se tapiza los micropo- zos de ELISA con el
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ASL proveniente directamente del sonicado, las
impurezas contenidas en el ASL son reconocidas
de manera inespecifica (reaccién cruzada) por
anticuerpos 1gG, favoreciendo resultados falsos
positivos en el ensayo. Al centrifugar el ASL y
trabajar con el sobrenadante se eliminan estas
unionesinespecificas de los anticuerpos.

Losresultados demostraron que no existe
diferencia significativa al utilizar uno u otro tam-
pon (Carbonato/Bicarbonato y Fosfato Salino),
(Iniesta, 2007) como diluyente del ASL en el
tapizado. Sin embargo en el postapizado, cuando
se utilizé la solucién de PBS-Leche Morinaga al 5%,
se pudo evidenciar que las absorbancias tanto de
las muestras positivas como negativas eran
elevadas (DO mayor) en relacién al tampdn PBS-
BSA al 0,1%, tanto de las muestras positivas como
delasnegativas.

Si bien los investigadores S. lfiguez y K.
Anam, trabajaron con métodos de obtencidn de
ASL similares al nuestro, la concentracion de ASL
que utilizaron en sus estudios fueron de 2,5 pg/mly
20 pg/ml para IgG e IgE, respectivamente, lo cual
difiere de los resultados obtenidos en el presente
estudio que fueron de 1opg/ml y 20 pg/ml
respectivamente.

Para determinar la dilucion de suero y del
conjugado, se evaluaron 4 protocolos de trabajo
(Choquehuanca, 2011) con diferentes tiempos de
incubacidn y diluciones, tanto del suero como del
conjugado (dato no mostrado). Estas diferencias
se hicieron en base a estudios previos publicados
(Ministerio de Salud Publica, 2011) (Iniesta, 2007)
(Khairul, 1999) (Sousa A. A., 1999) y la experiencia
de nuestro laboratorio en la realizacion de ELISA
paradiagndstico de otras patologias, encontrando
el segundo protocolo el mas apto para nuestro
estudio, con tiempos de incubacidn de los sueros
control de 1 hora, 30 minutos del conjugado y del
sustratoy a unadilucién del conjugado de 1/500, se
obtuvieronlos mejoresresultados, mayor discrimi-
nacion entre los resultados de sueros positivos y
negativos, los valores de absorbancia estuvieron
dentro de los rangos que nos habiamos propuesto
de >0,800 para los positivos y <0,300 para los
controles negativos.
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El pre-tratamiento realizado para eliminar
la competencia por el sitio activo del determinante
antigénico del ASL por los anticuerpos tipo 1gG
anti- Leishmania, demostrdé que, a diferencia de
Souza, y Atta, que utilizaron para este fin anticuer-
pos IgG anti IgG-humana y reactivo absorbente de
factor reumatoideo (RF), existe una disminucidn
promedio de los niveles de DO de IgG del 43,24% en
caso de los sueros positivos y 18,50% para los
negativos.

En el estudio realizado por Atta se mues-
tra que existe una disminucién del 39,2% de dismi-
nucién para los sueros positivos, en relacién con
otro método de eliminacidn que solo alcanza el 11%
(Atta, y otros, 2002). En nuestro estudio, también
se muestra que, el pre-tratamiento elimina la
interferencia producida por estos anticuerposy se
observa un porcentaje promedio de disminucion
de las DO de IgE de 61,93% para las muestras
positivasy 32,0% paralas muestras negativas.

Basado en experiencias anteriores de
estandarizacion de ELISA, al procesar 50 muestras
negativas se encontré un valor promedio de 0,203
(p<0,05) y una desviacién estdndar de 0,019,
sumando 3 veces la desviacién estandar (3DS=-
0,057) al promedio, se determind que, el valor de la
linea de corte erade 0,260, esta sumatoriade 3 DS
al promedio de DO también fue utilizada por
Souza, M.L.B.. Iniesta, Vyde Sousa, M.A.

Para determinar la linea de corte del ELI-
SA IgE anti-Leishmania estandarizado se procedio
de la misma forma que para el ELISA IgG, encon-
trando un valor de linea de corte de 0,155. En la
determinacion de anticuerpos IgE realizado por
AM Atta, se encontraron valores promedio de
sueros positivos DO=0,108 y de DO=0,104 en el
estudio realizado por M.L.B. Souza, cabe re- saltar
que ambos estudios fueron realizados para la
determinacion de leish- maniasis visceral y al igual
que para IgG anti-Leishmania no reportan los va-
loresdelineade corte.

Se encontré el 100% de concordancia al
medir la repetitividad y la reproducibilidad de
ambos ELISA estandarizados, tanto en sueros
control positivo como negativo, en larepetitividad
se presentd una diferencia promedio maxima del
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suero control positivo de D0O=0,018 y de DO=
0,008 en el suero control negativo para el ELISA
IgG y de DO=0,004 y de DO= 0,004 respecti-
vamente para el ELISA IgE, al realizar ambos
andlisis a 5 tiempos diferentes conintervalos de 48
horasy bajo las mismas condiciones.

La validacion del ELISA IgG estandarizado
se hizo frente al ELISA comer- cial r-Biopharm®, se
observé que las absorbancias obtenidas eran muy
parecidas tanto de las muestras positivas como de
las negativas no existiendo una diferencia mayor a
0,180 unidades de DO en el caso de las muestras
positivas y 0,100 en el caso de las muestras
negativas, se observd también que existe un 100%
de correlacion de resultados verdaderos positivos
y verdaderos negativos del 100% (indice de corre-
lacién de Kappa de 1; p< 0,05), Sousa, M.A. (2005)
demostré que existe una correlacion positiva
entre los niveles séricos de IgE anti-leishmania y la
reaccion de Montenegro, lo cual sugiere que estos
anticuerpos participan en el proceso de lainmuno-
rregulaciéon de la leishmaniasis cutdnea. En el
presente estudio al no contar con un kit comercial
que mida IgE anti-Leishmania que esté validado
para uso en diagndstico, realizamos la validacion
frente a la condicién de sano o enfermo de los
pacientes establecida mediante parametros clini-
cos y de laboratorio, este kit casero también
demostré una eficiencia diagndstica del 100% e
indice de de Kappa de 1,00 (p< 0,05). Sin embargo,
se observd que el ELISA tipo I1gG da un100% de
reaccion cruzada con sueros de pacientes que
cursan enfermedad de Chagas; en el caso del
ELISA IgE se determind un 93,3% de reacciones
cruzadas (datos no mostrados). A este respecto,
Atta, A.M. y Souza, M.L.B. (2002) estandarizaron
estos tipos de ELISA, demostrando para sus test
valores de sensibilidad y especificidad 100%,
ninguno de los investigadores muestran datos
acerca de las posibles reacciones cruzadas de sus
ELISA frente a pardsitos de la familia Trypano-
somatidae

Otro aspecto a resaltar de los dos ELISA
estandarizados es el hecho de que en las evalua-
ciones de precision intra e inter ensayo demostra-
ron coeficientes de variacién menores al 2,1%. Con
todoslos datos obtenidos se hademostrado quela
rigurosidad empleada para estandarizarlos ELISA,
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ha permitido demostrar la validez de los kits case-
ros para ser utilizados como pruebas de diagnds-
tico de laboratorio y de seguimiento de larespues-
taaltratamiento en pacientes con Leishmaniasis.

No menos importante es también el he-
cho de que el andlisis de costo permite disminuiren
un 65% el costo que implica la realizaciéon de un
ELISA mediante kits comerciales, esto permitiria
que pacientes de bajos recursos econdmicos pue-
dan a bajo costo acceder al laboratorio para el
diagndsticoy seguimiento de suenfermedad.
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