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correlación de resultados de los ELISA 

estandarizados.

� En la tabla 3, se muestra los resultados del 

test diagnóstico, en el que se determinó un 100% de 

correlación 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 

índice de correlación 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 índice de correlación de Kappa 

también fue de 1,00 (p< 0,05).

 Tabla 3. Resultados de los paneles de 

sueros positivo y negativo según los ELISAs estan-

darizados frente a un kit comercial en el caso de la 

determinación de anticuerpos IgG o pacientes 

sanos y enfermos en el caso de la determinación de 

anticuerpos IgE. 

� DISCUSIÓN

� La bibliografía científica plantea dife-

rentes métodos para la obtención de antígeno 

soluble de Leishmania, cada uno con caracte-

rísticas peculiares, Khairul (1999) plantea que los 

promastigotes deben estar en fase estacionaria de 

crecimiento, y se debe realizar la “cosecha ” 

después del tercer o cuarto “pase de cultivo” 

luego, se deben lisar los parásitos y cuantificar para 

determinar la concentración de proteínas. Otro 

método plantea que después del sonicado de la 

muestra, esta debe ser centrifugada a 4300 g 

(6800 rpm) para obtener el antígeno soluble de 

Leishmania a partir del sobrenadante (Khairul, 

1999). En el presente trabajo se evidenció que 

cuando se tapiza los micropo- zos de ELISA con el 

ASL proveniente directamente del sonicado, las 

impurezas contenidas en el ASL son reconocidas 

de manera inespecífica (reacción cruzada) por 

anticuerpos IgG, favoreciendo resultados falsos 

positivos en el ensayo. Al centrifugar el ASL y 

trabajar con el sobrenadante se eliminan estas 

uniones inespecíficas de los anticuerpos.

� Los resultados demostraron que no existe 

diferencia significativa al utilizar uno u otro tam-

pón (Carbonato/Bicarbonato y Fosfato Salino), 

(Iniesta, 2007) como diluyente del ASL en el 

tapizado. Sin embargo en el postapizado, cuando 

se utilizó la solución de PBS–Leche Morinaga al 5%, 

se pudo evidenciar que las absorbancias tanto de 

las muestras positivas como negativas eran 

elevadas (DO mayor) en relación al tampón PBS-

BSA al 0,1%, tanto de las muestras positivas como 

de las negativas.

� Si bien los investigadores S. Iñiguez y K. 

Anam, trabajaron con métodos de obtención de 

ASL similares al nuestro, la concentración de ASL 

que utilizaron en sus estudios fueron de 2,5 µg/ml y 

20 µg/ml para IgG e IgE, respectivamente, lo cual 

difiere de los resultados obtenidos en el presente 

estudio que fueron de 10µg/ml y 20 µg/ml 

respectivamente.

� Para determinar la dilución de suero y del 

conjugado, se evaluaron 4 protocolos de trabajo 

(Choquehuanca, 2011) con diferentes tiempos de 

incubación y diluciones, tanto del suero como del 

conjugado (dato no mostrado). Estas diferencias 

se hicieron en base a estudios previos publicados 

(Ministerio de Salud Pública, 2011) (Iniesta, 2007) 

(Khairul, 1999) (Sousa A. A., 1999) y la experiencia 

de nuestro laboratorio en la realización de ELISA 

para diagnóstico de otras patologías, encontrando 

el segundo protocolo el más apto para nuestro 

estudio, con tiempos de incubación de los sueros 

control de 1 hora, 30 minutos del conjugado y del 

sustrato y a una dilución del conjugado de 1/500, se 

obtuvieron los mejores resultados, mayor discrimi-

nación entre los resultados de sueros positivos y 

negativos, los valores de absorbancia estuvieron 

dentro de los rangos que nos habíamos 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 IgG 

anti- Leishmania, demostró 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 disminución 

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 disminución del 39,2% de dismi-

nución para los sueros positivos, en relación con 

otro método de eliminación 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 anticuerpos y se 

observa un porcentaje promedio de disminución 

de las DO de IgE de 61,93% para las muestras 

positivas y 32,0% para las muestras negativas.

� Basado en experiencias anteriores de 

estandarización de ELISA, al procesar 50 muestras 

negativas se encontró un valor promedio de 0,203 

(p<0,05) y una desviación estándar de 0,019, 

sumando 3 veces la desviación estándar (3DS=-

0,057) al promedio, se determinó que, el valor de la 

línea de corte era de 0,260, esta sumatoria de 3 DS 

al promedio de DO también fue utilizada por 

Souza, M.L.B.. Iniesta, V y de Sousa, M.A.

� Para determinar la línea de corte del ELI-

SA IgE anti-Leishmania estandarizado se procedió 

de la misma forma que para el ELISA IgG, encon-

trando un valor de línea de corte de 0,155. En la 

determinación 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 

determinación de leish- maniasis visceral y al igual 

que para IgG anti-Leishmania no reportan los va- 

lores de línea de corte.

� Se encontró el 100% de concordancia al 

medir la repetitividad y la reproducibilidad de 

ambos ELISA estandarizados, tanto en sueros 

control positivo como negativo, en la repetitividad 

se presentó una diferencia promedio máxima del 

suero control positivo de DO=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 

análisis a 5 tiempos diferentes con intervalos de 48 

horas y bajo las mismas condiciones.

� La validación del ELISA IgG estandarizado 

se hizo frente al ELISA comer- cial r-Biopharm®, se 

observó 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 observó también que existe un 100% 

de correlación de resultados verdaderos positivos 

y verdaderos negativos del 100% (índice de corre-

lación de Kappa de 1; p< 0,05), Sousa, M.A. (2005) 

demostró que existe una correlación positiva 

entre los niveles séricos de IgE anti-leishmania y la 

reacción de Montenegro, lo cual sugiere que estos 

anticuerpos participan en el proceso de la inmuno-

rregulación de la leishmaniasis cutánea. En el 

presente estudio al no contar con un kit comercial 

que mida IgE anti-Leishmania que esté validado 

para uso en diagnóstico, realizamos la validación 

frente a la condición de sano o enfermo de los 

pacientes establecida mediante parámetros clíni-

cos y de laboratorio, este kit casero también 

demostró una eficiencia diagnóstica del 100% e 

índice de de Kappa de 1,00 (p< 0,05). Sin embargo, 

se observó que el ELISA tipo IgG da un100% de 

reacción cruzada con sueros de pacientes que 

cursan enfermedad de Chagas; en el caso del 

ELISA IgE se determinó 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 parásitos de la familia Trypano-

somatidae

� Otro  aspecto a resaltar de los dos ELISA 

estandarizados es el hecho de que en las evalua-

ciones de precisión intra e inter ensayo demostra-

ron coeficientes de variación menores al 2,1%. Con 

todos los datos obtenidos se ha demostrado que la 

rigurosidad empleada para estandarizar los ELISA, 
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ha permitido demostrar la validez de los kits case-

ros para ser utilizados como pruebas de diagnós-

tico de laboratorio y de seguimiento de la respues-

ta al tratamiento en pacientes con Leishmaniasis. 

� No menos importante es también el he-

cho de que el análisis de costo permite disminuir en 

un 65% el costo que implica la realización de un 

ELISA mediante kits comerciales, esto permitiría 

que pacientes de bajos recursos económicos pue-

dan a bajo costo acceder al laboratorio para el 

diagnóstico y seguimiento de su enfermedad.
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